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1 Einleitung 
 
1.1 Glykane und ihre Bedeutung 
 
Kohlenhydrate sind die häufigste und strukturell diverseste Gruppe von Biomolekülen auf der 
Erde. Sie sind in vielfältige Bereiche der belebten Umwelt involviert und sind für diese 
unerlässlich. Nicht lösliche Polysaccharide wie z.B. Zellulose und Chitin sind Struktur- und 
Schutzelemente, die den Aufbau von Zellwänden und Exoskeletten ermöglichen [Nelson 
2001]. Zellulosemikrofibrillen sind Grundbausteine, die jede Pflanzenzelle umgeben und etwa 
ein Drittel der Gesamtmasse vieler Pflanzen ausmachen [Somerville 2006]. Die Pflanzen sind 
daher sehr reich an Polysacchariden und stellen ein großes Reservoir an photosynthetisch 
gebundenem Kohlenstoff dar. Neben Zellulose, Hemizellulose und Pektin enthält die 
pflanzliche Zellwand mindestens ein Dutzend weiterer wichtiger Polysaccharidstrukturen, 
deren Strukturvielfalt unter anderem mit der Evolution der Landpflanzen einhergeht und 
somit einen gewissen Informationsgehalt beinhaltet. Das Vorkommen, die Interaktion und die 
Funktion dieser Polysaccharide ist daher Gegenstand aktueller Forschung [Lee et al. 2011]. 
Kohlenhydrate werden in nicht-photosynthetisch aktiven Zellen oxidiert, um die Energie zur 
Aufrechterhaltung des Lebens zu gewinnen. Stärke und Glykogen sind Polysaccharide der 
Glukose, die als Energiereservoir für Tiere und Pflanzen dienen. Eine große Anzahl von 
Glukoseeinheiten werden α1-4 glykosidisch verknüpft und in Form von Stärke gespeichert, 
um zu einem späteren Zeitpunkt, z.B. wenn Pflanzen nicht photosynthetisch aktiv sind, 
wieder nutzbar gemacht zu werden. [Zhang et al. 2008]. Während Kohlenhydrate zunächst 
hauptsächlich als Energiequelle und Strukturpolymer betrachtet wurden, stehen nun 
vielfältige biologische Funktionen der Kohlenhydrate im Fokus der Wissenschaft. 
Kohlenhydrate sind an die Oberflächen aller Zelltypen gebunden und Teil der 
Extrazellulärmatrix (Glykokalix). Sei liegen als freie Polysaccharide, oder als Bestandteil von 
Glykokonjugaten, bei denen jeweils eine oder mehrere Glykaneinheiten kovalent an eine 
nicht-Kohlenstoff-Einheit (kleine Moleküle, Lipide oder Proteine) gebunden ist vor. Die 
Funktionalität der Zelloberflächenglykane betrifft Zell-Zell und Zell-Matrix-Interaktionen. 
Zelluläre Veränderungen, wie Differenzierungs-, Infektions- und Onkogenese-Ereignisse 
können beeinflusst werden [Varki 2009; Schmaltz et al. 2011]. Es ist jedoch eine große 
Herausforderung die Funktion eines Glykokonjugats a priori zu bestimmen, da eine 
bestimmte Oligosaccharidsequenz bereits abhängig vom Ort der Präsentation und dem 
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Morphogenesezeitpunkt unterschiedliche Funktionen in ein und demselben Organismus haben 
kann [Varki 1993]. 
 
1.1.1 Glykoproteine 
 
Eine wichtige Gruppe unter den Glykokonjugaten sind die Glykoproteine. Es wird geschätzt, 
dass mehr als die Hälfte aller Proteine glykosyliert vorliegt [Hanisch 2001]. Die 
Glykosylierung von Proteinen wurde bei Organismen aller Reiche des Lebens beobachtet. 
Hauptsächlich kommt sie in eukaryotischen Zellen, aber auch in Archaea und Eubakterien, 
vor [Spiro 2002]. Auch die Mehrheit der humanen Proteine ist co- oder post-translational mit 
Glykanstrukturen modifiziert. Dies steigert enorm die Strukturvielfalt und Funktionalität des 
Proteoms und zeigt den besonderen Stellenwert den die Glykosylierung einnimmt [Schmaltz 
et al. 2011]. Bei eukaryotischen Zellen ist die extrazelluläre Matrix besonders reich an 
Glykoproteinen, wie z.B. Laminin und Fibronektin, die die Basis der Zellkommunikation und 
-polarität bilden [Boscher et al. 2011]. Vielfältige Funktionen der Glykoproteine wurden 
bereits aufgeklärt [Varki 1993]. Die Glykosylierung beeinflusst unter anderem die Stabilität 
von Proteinen, fungiert als Antigenmaskierung, trägt zur Zell-Zell Kommunikation, 
Ligandenbindung, Proteinfaltung und Qualitätskontrolle bei [Luther et al. 2009]. Auch die 
Modifikation nach Fertigstellung des Glykans (post-glycosylational modification), wie z.B. 
Sulfatierung, Phosphorylierung oder Acylierung hat einen starken Einfluss auf dessen 
Gesamtfunktion [Muthana et al. 2011]. Bei therapeutischen Proteinen ist die Glykosylierung 
die häufigste Form der post-translationalen Modifikation und daher ein entscheidender Faktor, 
der bei der Funktionalität eines Bio-Pharmazeutikums zu bedenken ist [Walsh et al. 2006]. 
Trotz einer Vielzahl natürlich vorkommender Kohlenhydrat-Peptid-Bindungen sind zwei 
Klassen, die N- und O-Glykane, in Säugetieren dominant [Spiro 2002]. Während die N-
Glykosylierung mit einer Amidbindung zwischen N-Acetylglukosamin (GlcNAc) und einem 
Asparaginrest des Proteins beginnt, wird die O-Glykosylierung durch die Verknüpfung eines 
Serin- oder Threoninrestes mit Mannose, Xylose oder N-Acetylgalaktosamin (GalNAc) 
initiiert [Freeze 2006]. 
 
N-Glykane, d.h. Asparagin-verknüpfte Glykane, sind die häufigste Glykosylierung 
eukaryotischer Proteine [Kelleher et al. 2006]. Die N-Glykosylierung erfolgt co-translational 
im rauen Endoplasmatischen Reticulum (RER), sowie im Golgi-Apparat der Zelle. Im RER 
sind etwa 70 % der dem Lumen zugewandten Konsensussequenzmotive (Asn-X-Ser/Thr) von 
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Zelloberflächenrezeptoren und Transporterproteinen co-translational N-glykosyliert [Apweiler 
et al. 1999]. Zunächst wird ein Dolichol-Phosphat verknüpftes Oligosaccharid-
Vorläufermolekül durch eine Reihe von Glykosyltransferasen synthetisiert [Burda et al. 
1999]. Dieses wird von dem Dolichol-Phosphat-Lipidanker auf den Asparaginrest der 
Konsensussequenz einer wachsenden Peptidkette durch die Oligosaccharyl-Transferse (OST) 
übertragen. Die Funktion der eukaryotischen OST ist extensiv in Saccharomyces cerevisiae 
unter anderem durch Oligosaccharyl-Transferse-Inhibitoren erforscht worden [Kellenberger et 
al. 1997; Lennarz 2007]. Nach der Übertragung des Voläufer-Oligosaccharids werden im 
RER insgesamt drei Glukosereste entfernt. Mit diesem Vorgang ist eine Qualitätskontrolle des 
entstehenden N-glykosylierten Proteins durch Lektine und Chaperone, wie dem 
Calnexin/Calreticulin (CNX/CRT), des ERs verbunden [Chen et al. 2011]. Nur korrekt 
gefaltete Proteine scheiden aus dem CNX/CRT -Zyklus aus und es erfolgt ihr Transit in den 
Golgi-Apparat. Hier findet die weitere Prozessierung des Glykoproteins durch Abspaltung 
von Mannoseresten und Bindung zusätzlicher Kohlenhydrateinheiten statt. Bei ausgereiften 
N-Glykanen können drei Hauptklassen unterschieden werden: High-Mannose-Typ, Hybrid-
Typ und komplexer Typ. Abgesehen von einer gemeinsamen Core-Struktur (Man3GlcNAc2-
Asn), entstehen jedoch aufgrund inhärenter Ineffizienz der beteiligten Enzyme sehr 
heterogene Glykosylierungen der reifen Proteine [Lau et al. 2007]. Entgegen der lang 
vorherrschenden Meinung N-Glykosylierung sei auf Eukaryoten beschränkt, ist nun bewiesen, 
dass auch Prokaryoten der Proteinglykosylierung mächtig sind [Weerapana et al. 2006]. Die 
Entdeckung von Glykoproteinen in der Oberflächenschicht (S-layer) des Gram-negativen, 
halophilen Bakteriums Halobacterium salinarium, war der erste Hinweis auf Glykosylierung 
außerhalb der eukaryotischen Domäne [Mescher et al. 1976]. Es folgte die Entdeckung von 
glykosylierten Proteinen, wie Flagellin, in Campylobacter jejuni [Szymanski et al. 1999]. 
Auch im Reich der Archaea wurde N-Glykosylierung entdeckt. Der Prozess der N-
Glykosylierung in dem Haloarchaeon Haloferax volcanii wurde untersucht und potentiell an 
Glykosylierungsprozessen beteiligte Gene beschrieben [Abu-Qarn et al. 2006]. Kürzlich ist es 
sogar gelungen, eine bakterielle Oligosaccharyl-Transferase (PglB) aus Campylobacter lari 
im Komplex mit einem Akzeptorpeptid zu kristallisieren [Lizak et al. 2011]. Während N-
Glykane stets über GlcNAc in β-glykosidischer Bindung an das Stickstoffatom von 
Asparagin-Steitenketten co-translational verknüpft werden, erfolgt die initiale Bindung bei O-
Glykanen post-translational über unterschiedliche Saccharide [Spiro 2002]. Die O-
Glykosylierung bringt dadurch eine immense Vielfalt chemischer Strukturen hervor. Jedes 
Monosaccharid kann über 3 oder 4 funktionelle Gruppen Bindungen eingehen und 
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Verzweigungen bilden. Man kann sieben verschiedene Typen der O-Glykane unterscheiden: 
Mucin-Typ, GAGs sowie Glc-, GlcNAc-, Gal-, Man- und Fuc-verknüpfte O-Glykane 
[Wopereis et al. 2006]. O-glykosidische Verknüpfungen können darüber hinaus bei allen 
Aminosäuren, die Hydroxyl-Gruppen in ihren Seitenketten aufweisen, d.h. Serin, Threonin, 
Hydroxyprolin und Hydroxylysin, vorkommen [Spiro 2002]. Während das Hauptaugenmerk 
der Forschung bislang N-Glykanen und Mucin-Typ O-Glykanen galt, treten in letzter Zeit 
auch seltenere O-Glykane, wie z.B. die O-Fucose Glykane, stärker in den Vordergrund. Sie 
kommen auf Epidermal Growth Factor (EGF) -ähnlichen Motiven von Proteinen, wie z.B. 
„Notch“, vor und beeinflussen deren Protein-Protein Wechselwirkungen [Luther et al. 2009]. 
Die häufigste Form der O-Glykosylierung in höheren Eukaryoten ist jedoch die Mucin-Typ 
O-Glykosylierung [Hang et al. 2005]. Obwohl keine eindeutige Konsensussequenz zur 
Initialisierung der O-Glykanbiosynthese vorliegt, sind Mucine und Mucin-ähnliche Proteine 
durch ihre PTS-(Pro, Thr, Ser) Wiederholungseinheiten, klassische Substrate der O-
Glykosylierung und liegen daher stark glykosyliert vor [Gill et al. 2010]. Bindungen vom 
Mucin-Typ (GalNAcα1-O-Ser/Thr) werden durch eine Familie von Glykosyltransferasen, den 
UDP-N-Acetylgalactosamin: Polypeptid N-Acetylgalactosaminyltransferasen (ppGalNAc-Ts) 
im cis-Golgi initiiert, wodurch die als Tn-Antigen bezeichnete Struktur entsteht [Ten Hagen et 
al. 2003]. Das Tn-Antigen wird mit Krebs und verschiedenen Erkrankungen, die durch 
Fehlglykosylierung bedingt sind, in Verbindung gebracht [Ju et al. 2011]. Ein Beispiel ist das 
Tn-Syndrom, eine seltene Autoimmunerkrankung, bei der Blutzellen eine unvollständig 
glykosylierte Form von Membranproteinen aufweisen (Tn-Antigen). Das vollständig 
glykosylierte T-Antigen weist hingegen eine zusätzliche terminale Galaktose auf und wird 
auch als Core 1 O-Glykan (Galβ1-3GalNAcα1-O-Ser/Thr) bezeichnet [Ju et al. 2005]. 
Mucine bilden eine wichtige Barriere zum Schutz des Gewebes vor physikalischem und 
chemischem Schaden, sowie dem Eindringen von Pathogenen [Gill et al. 2010]. Es wurde 
beispielsweise gezeigt, dass die starke Präsentation der Mono-sialylierten Core 1 Struktur ein 
wichtiger Schutz für das Apolipoprotein-A darstellt und ihr Fehlen eine drastische Erhöhung 
der Sensibilität gegenüber Thermolysin-Verdau zur Folge hat [Garner et al. 2001]. Weitere 
Modifikationen des Tn-Antigens sind neben dem T-Antigen (Core 1), Core 3, Core 5, Core 7, 
Core 8 und möglicherweise Core 6 Strukturen. Die Core 2 Struktur geht aus dem T-Antigen 
hervor und Core 4 aus der Core 3 Struktur (siehe Schema 1). 
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Schema 1: Biosynthese des Tn-Antigens und verschiedener O-Glykan-Core-Strukturen (verändert 
nach [Ju et al. 2011]) 
 
1.1.2 Glykanepitope 
 
 
Oligosaccharide, die mit Proteinen oder Lipiden verknüpft sind, weisen definierte Core-
Strukturen auf. Die Core Strukturen von N-Glykanen, O-Glykanen und Glykolipiden werden 
durch biosynthetische Stoffwechselwege produziert (siehe  1.1.1) und meist durch N-
Acetylglukosamin (GlcNAc) terminiert. Endständige GlcNAc-Reste werden in 
Säugetiergeweben gewöhnlich durch die β1-4GalT galaktosyliert. Es ergibt sich daraus 
Galβ1-4GlcNAc (N-Acetyllaktosamin), eine LacNAc Typ 2 Einheit. Der Transfer von β1-
3Gal Resten an terminales GlcNAc ist hingegen auf wenige Gewebetypen, wie z.B. humanes 
Epithelgewebe des Gastroentestinaltraktes, beschränkt und resultiert in der Galβ1-3GlcNAc 
(Neo-N-Acetyllaktosamin) Typ 1 Einheit. An endständige Galaktose von LacNAc Typ 2 kann 
GlcNAc gebunden werden, welches wiederum galaktosyliert werden kann. Bei fortlaufender 
GlcNAcβ1-3[GlcNAcβ1-6]GalNAcα1-O-Ser/Thr
Core 4
GalNAcα1-3GalNAcα1-O-Ser/Thr
Core 5
GalNAcα1-6GalNAcα1-O-Ser/Thr
Core 7
Galα1-3GalNAcα1-O-Ser/Thr
Core 8
GalNAcβ1-6GalNAcα1-O-Ser/Thr
Core 6
?
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Reaktion entsteht Poly-N-Acetyllaktosamin (Poly-LacNAc); ein gängiges Motiv, das als 
Rückrat für die Präsentation von endständigen, biologisch funktionalen Zuckerepitopen 
fungiert. Ein Beispiel für solche Epitope sind die Blutgruppendeterminanten, die auf der 
Zelloberfläche von Erythrozyten präsentiert werden (ABO Blutgruppenantigene). Liegt der 
Sekretor-Genotyp vor, findet die Präsentation zusätzlich auf Epithelzellen statt. Der 
Hauptträger der Blutgruppe-A-Determinante ist bei Neugeborenen unverzweigtes, bei 
Erwachsenen verzweigtes Typ 2 Poly-LacNAc [Hakomori 1999]. Neben ABO gibt es auch 
die Lewis Blutgruppen-Determinanten, deren Vorkommen nicht auf Erythrozyten beschränkt 
ist. Lewisa Antigen beispielsweise wird zwar auch in gesundem Epithelgewebe präsentiert, ein 
erhöhtes Aufkommen wird jedoch mit der Entstehung und Ausbreitung von Krebs in 
Verbindung gebracht [Ugorski et al. 2002]. Generell sind LacNAc Typ 1 und 2 Bausteine 
innerhalb biologisch funktionaler Oligosaccharide, sowohl als Teil der beschriebenen ABH- 
und Lewis-Blutgruppenepitope, als auch in anderen Bereichen.  
 
LacNAc Typ 1 ist ein häufig verwendeter Baustein humaner Milcholigosaccharide (HMO). 
Oligosaccharide aus der Muttermilch beeinflussen die Zusammensetzung der Darmflora 
positiv, indem sie das Wachstum der bifidogenen Mikroflora fördern. Die strukturelle 
Ähnlichkeit dieser Oligosaccharide zu Kohlenhydraten auf den Oberflächen von Epithelzellen 
bestärkt den Verdacht, dass diese wie eine Art löslicher Ligand für Pathogene fungieren. Die 
pathogenen Mikroorganismen gehen durch Oberflächenadhäsine speziefische Bindungen mit 
den Oligosachariden ein und werden so an dem Eindringen in die Epithelzellen gehindert 
[Kunz et al. 2008]. Mit wenigen Ausnahmen enthalten aus humaner Milch isolierte 
Oligosaccharide Laktose an ihrem reduzierenden Ende. Verlängert werden diese Strukturen 
mit GlcNAc in β1-3- oder β1-6-Verknüpfung. Durch die weitere Verlängerung mit Galaktose 
entstehen LacNAc Typ 1 oder 2 Einheiten. Ein wichtiges und sehr häufig vorkommendes 
HMO ist Lakto-N-Tetraose (Galβ1-3GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc) [Kunz et al. 2000]. Es besteht 
aus einer Core-Laktose an deren reduzierendes Ende eine LacNAc Typ 1 Einheit verknüpft 
ist. Durch Fukosylierung entsteht das zweithäufigste Milcholigosaccharid Lakto-N-
Fukopentaose I (Fucα1-2Galβ1-3GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc). Weiterhin ist die Derivatisierung 
mit Neuraminsäure in α2-3/6-Verknüpfung möglich [Kunz et al. 2000]. Den höchsten Gehalt 
komplexer Oligosaccharide hat zwar die humane Milch, jedoch sind sie auch in der Milch 
anderer Säugetiere wie Kühen, Schafen, Ziegen, Pferden, Eisbären, Nasenbären, Seelöwen, 
Ratten und Elefanten beschrieben worden [Urashima et al. 2001]. Darüber hinaus wurde 
selbst in der Milch von Ursäugern (Kloakentieren), wie dem Ameisenigel (Echidna) und dem 
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Schnabeltier (Platypus) Sialyllaktose und Fukosyllaktose gefunden [Messer et al. 1973]. 
Umgekehrt werden solche funktionellen Glykane auch von parasitären Organismen imitiert, 
um sich vor dem Immunsystem ihrer Wirte zu schützen. Ein Beispiel für ein solches 
molekulares Mimikry ist bei dem parasitären Bakterium Helicobacter mustelae zu finden, der 
in seiner Lipopolysaccharidschicht ein fukosyliertes Typ 1 A-Blutgruppenepitop, {α-D-
GalNAc-(1-3)[α-L-Fuc-(1-2)]-β-D-Gal-(1-3)-β-D-GlcNAc}, trägt [Monteiro et al. 1997]. 
 
1.2 Synthese von Glykanstrukturen 
 
Die wachsende Erkenntnis über die biologische Bedeutung von Oligosacchariden als 
funktionale, komplexe Klasse von Biomolekülen, treibt die Bestrebungen voran einen 
günstigen Syntheseweg für Oligosaccharide zu entwickeln [Vetere et al. 1998], um die 
vielfältigen biologischen Funktionen von Glykanen aufklären oder nutzen zu können. Die 
Isolierung aus biologischem Material liefert nur unzureichende Mengen der Reinsubstanzen. 
Es gibt mittlerweile automatisierte chemische Methoden zur Synthese von komplexen 
Oligosacchariden, ausgehend von Monosacchaird-Wiederholungseinheiten (building blocks) 
[Seeberger 2008], die es erlauben, eine Vielzahl natürlicher sowie unnatürlicher Strukturen 
herzustellen. Chemische Synthesen benötigen aber auch einen immensen Aufwand in Bezug 
auf die Notwendigkeit von Schutzgruppen und speziellen Vorstufen für die Synthese [Kurt 
G.I 1988]. Chemische Methoden sind beispielsweise nicht geeignet um groβe Mengen an 
Milcholigosacchariden herzustellen. Im Vergleich dazu ist die Synthese von regio- und 
stereospezifischen Oligosaccharidstrukturen mit der Hilfe von Enzymen weit weniger 
aufwendig. 
1.2.1 Enzymatische Synthese 
 
Es gibt zwei Klassen von Enzymen, die zur Oligosaccharidsynthese verwendet werden: 
Glykosyltransferasen und Glykosidasen [Ichikawa et al. 1992; Murata et al. 1997]. Während 
Glykosyltransferasen meist kostspielig und nur begrenzt verfügbar sind, sind Glykosidasen oft 
kommerziell in großen Mengen erhältlich. Unter den Glykosidasen sind die β-Galaktosidasen 
eine eingehend untersuchte und häufig in der Milchindustrie eingesetzte Enzymgruppe. Das 
Enzym β-Galaktosidase (EC 3.2.1.23), auch als Laktase bekannt, hydrolysiert Laktose in 
seine Monomere Glukose und Galaktose. Die Monosaccharide sind süßer als das Disaccharid 
und tragen zu einem besseren Geschmack von Lebensmitteln bei. Die entstehende laktosefreie 
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Milch ist geeignet für Menschen, die unter Laktoseintoleranz leiden [Mahoney 1998]. 
Laktoseintolerante Menschen besitzen keine ausreichenden Enzymmengen im Darm und 
haben daher Schwierigkeiten Milch und Milchprodukte zu metabolisieren. Die Verwendung 
von β-Galaktosidase in der Milchindustrie bietet daher den Vorteil, auch Menschen mit 
Laktoseintoleranz Milchprodukte zugänglich zu machen. β-Galaktosidasen finden in der 
Lebensmittelherstellung durch die gleiche Reaktion auch Verwendung um die Süßkraft von 
Lebensmitteln wie z.B. Konditorwaren, Getränken und Gebäck zu erhöhen [Panesar et al. 
2010]. Bei der enzymatischen Umsetzung von Laktose entstehen neben Monosacchariden 
auch so genannte Galaktooligosaccharide (GAOS) durch Transglykosylierung. GAOS sind 
Prebiotika und bifidogene Faktoren, die das Wachstum nützlicher Darmbakterien, wie 
Bifidobacteria und Lactobacilli fördern [Vandenplas 2010]. GAOS repräsentieren eine 
Untergruppe der nicht verdaubaren Kohlenhydrate mit gesundheitsfördernden und 
Krankheits-vorbeugenden Eigenschaften. Diese nicht-verdaubaren Kohlenhydrate (non-
digestible oligosaccharides = NDO) gelten als dietische Kohlenhydrate und sind als 
Funktions-Nahrungsmittel (functional food) auf dem Markt erhältlich [Czermak et al. 2004]. 
Es wurden industrielle Produktionsprozesse etabliert, um NDOs aus natürlichen Quellen, z.B. 
über die Hydrolyse von Polysacchariden oder die chemische Synthese, ausgehend von 
Disaccharid-Substraten, zu gewinnen. NDOs werden in vielen Nahrungsmitteln verarbeitet, 
nicht nur wegen ihrer prebiotischen Eigenschaften, sondern z.B. auch, weil sie von 
Kariesbakterien nicht metabolisiert werden können [Sako et al. 1999]. GAOS können mithilfe 
von β-Galaktosidasen sehr einfach und kosteneffektiv durch enzymatische 
Transglykosylierung aus der Laktose, die in Molke (einem Nebenprodukt der 
Käseherstellung) enthalten ist, hergestellt werden [Panesar et al. 2010]. β-Galaktosidasen 
wurden aus einer großen Anzahl natürlicher Quellen isoliert [Mahoney 1998]. Enzyme aus 
Pflanzen und Tieren haben dabei geringeren kommerziellen Nutzen, als solche aus 
bakteriellen Quellen [Panesar et al. 2010]. Besonders die β-Galaktosidase aus Bacillus 
circulans ist bekannt für ihre guten Transglykosylierungseigenschaften und wurde vielfach 
erfolgreich zur Oligosaccharidsynthese (speziell zur Nukleotidzucker-Synthese) eingesetzt 
[Nakanishi et al. 1983; Mozaffar et al. 1984; Mozaffar et al. 1987; Mozaffar et al. 1988; 
Mozaffar et al. 1989; Vetere et al. 1996, Zervosen, 2001 #22; Nieder et al. 2003].  
 
Nukleotidaktivierte Oligosaccharide aus der Milch von Säugetieren basieren im Gegensatz zu 
den nicht aktivierten Oligosacchariden meist auf LacNAc anstelle von Laktose am nicht-
reduzierenden Ende. Es wurden Gal(β1-4)GlcNAcα1-UDP (UDP-LacNAc) und ein UDP-
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aktiviertes Trisaccharid, Fuc(α1-2/4)Gal(β1-4)GlcNAcα1-UDP, aus humaner Milch und 
Kolostrum isoliert [Kobata 1963]. In Ziegenkolostrum wurden Neu5Ac-Gal(1-4)GlcNAcα1-
UDP und Neu5Ac-Gal(1-6)GlcNAcα1-UDP gefunden [Jourdian et al. 1973]. Auch in Nicht-
Säugern wurden nukleotid-aktivierte Oligosaccharide entdeckt. Aus dem Ovidukt von 
Legehennen wurden Gal(β1-6)GlcNAcα1-UDP und Fuc(1-4)GlcNAcα1-UDP isoliert 
[Nakanishi et al. 1967]. Die biologische Funktion der beschriebenen nukleotid-aktivierten 
Oligosacharide ist bislang noch nicht aufgeklärt. Im Gegensatz dazu wurden UDP- und GDP-
aktivierte Oligosaccharide aus Archaeabakterien als Bausteine für den Aufbau von 
Zellwandkomponenten (z.B. Methanochondroitin der S-layer-Zellwandschicht) identifiziert 
[Hartmann et al. 1993; Albers et al. 2011]. Weiterhin wurden nukleotid-aktivierte 
Oligosaccharide in Hefe [Sprenger et al. 2000] und in Pflanzen [Cumming 1970] gefunden. 
Die enzymatische Synthese von nukleotidaktivierten Disacchariden wurde erstmals 1973 von 
Jourdian und Distler mit einer β-Galaktosidase aus Stierhoden in einer 
Transglykosylierungsreaktion durchgeführt. Das Enzym wurde verwendet, um den Transfer 
von Galaktose, ausgehend von pNP-Galaktose, auf UDP-GlcNAc zu katalysieren. Dabei 
entstand eine Mischung aus β1-6/3 und 4-verknüpften Disacchariden im Verhältnis 1:8:9 
[Jourdian et al. 1973]. Die spezifischere Synthese von β1- 4-verknüpften nukleotid-aktivierten 
Disacchariden gelang mit einem kommerziellen β-Galaktosidase-Präparat aus Bacillus 
circulans der Firma Daiwa Kasei KK, Osaka, Japan [Zervosen et al. 2001; Nieder et al. 2003; 
Nieder et al. 2004]. In einer kinetisch kontrollierten Transglykosylierungsreaktion wurde 
Laktose als Donorsubstrat und UDP-Glc oder UDP-GlcNAc als Akzeptorsubstrate eingesetzt, 
um UDP-aktivierte Di- und Trisaccharide zu erhalten (Schema 2a). 
 
Schema 2: Synthese von UDP-Lac(NAc) und Galaktooligosacchariden (GAOS) durch β-
Galaktosidase aus Bacillus circulans. Kinetisch kontrollierte Transglykosylierungsreaktion zur 
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Synthese von UDP-Lac(NAc) (a) und GAOS (b). Konkurrierende, enzymatische Hydrolyse von UDP-
Lac(NAc) (c). Abblidung verändert nach [Zervosen et al. 2001]. 
 
Neben der Bildung von UDP-Lac(NAc) und den korrespondierenden Oligosacchariden, ist die 
Laktosehydrolyse von einem generellen Galaktosetransfer begleitet, bei dem 
Galaktooligosaccharide (GAOS) entstehen (Schema 2b). Ein entscheidender Nachteil der 
Transglykosylierungsreaktionen mit β-Galaktosidasen ist die in wässrigem Milieu favorisierte 
Produkthydrolyse gegenüber der synthetischen Reaktion (Schema 2c). Diese enzymatische 
Produkthydrolyse führt zu stark verringerten Ausbeuten [Fernández-Mayorales 1997]. 
 
Zur Synthese spezifisch β1-3-verknüpfter Oligosaccharide kann eine rekombinante β1-3-
Galaktosidase aus Bacillus circulans verwendet werden. Verschiedene Aspekte dieses 
Enzyms sind bereits untersucht worden. Das Gen wurde charakterisiert [Ito et al. 1997], das 
Enzym wurde rekombinant expremiert und aufgereinigt [Fujimoto et al. 1998] und die 
Eigenschaften des freien und immobilisierten Enzyms wurden bestimmt [Naundorf et al. 
1998]. Das rekombinante Enzym hydrolysiert (β1-3)-verknüpfte Disaccharide effektiver als 
(β1-6) oder (β1-4) Regioisomere und hat sich auch in der Synthese von (β1-3)-verknüpften 
Disacchariden, wie Gal(β1-3)GlcNAc und Gal(β1-3)GalNAc, als extrem spezifisch 
herausgestellt [Fujimoto et al. 1998]. Zusätzlich wurde das Enzym für die Synthese von 
Gal(β1-3)GalNAc-α-OMe [Naundorf et al. 1998] und anderen Galaktosilierungsreaktionen 
von C1-modifizierten GalNAc-Derivaten verwendet [Kröger et al. 2005]. Bei diesen 
Synthesen ergaben sich neben der Entstehung der (β1-3)-verknüpften Disaccharide auch 
Hinweise auf (β1-6)-verknüpfte Isomere, die in geringer Konzentration auftraten [Naundorf et 
al. 1998; Kröger et al. 2005]. Es ist denkbar, die rekombinante β1-3-Galaktosidase aus 
Bacillus circulans zur Synthese β1-3-verknüpfter UDP-aktivierter Oligosaccharide zu 
verwenden. 
 
Interessante Möglichkeiten bietet auch die Verknüpfung biokatalytisch synthetisierter 
Glykane mit chemischen Linker-Strukturen. In unserer Arbeitsgruppe wurden erfolgreich 
chemoenzymatische Methoden eingesetzt, um Poly-LacNAc Strukturen, die mit Hilfe von 
Leloir-Glykosyltransferasen biokatalytisch hergestellt werden, an chemische tBoc-Linker und 
bifunktionale Koppler zu binden [Sauerzapfe et al. 2009; Anders et al. 2011; Rech et al. 
2011]. Diese C1-modifizierten Strukturen werden verwendet, um Oberflächen mit Glykanen 
zu funktionalisieren. Die kommerzielle und rekombinante β-Galaktosidase können ebenfalls 
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verwendet werden um GlcNAc-tBoc zu galaktosylieren, wobei LacNAc-Linker-tBoc Typ 1 
und 2 Strukturen entstehen. 
 
1.3 Mikrowelleneinstrahlung in der chemischen Synthese 
 
Traditionell werden organische Synthesen durch eine externe Wärmequelle (Bunsenbrenner, 
Ölbad oder Heizblock) erhitzt. Dies ist eine vergleichsweise langsame und ineffiziente 
Methode Energie in das System einzubringen. Es hängt von der Wärmeleitfähigkeit der 
unterschiedlichen Materialien ab die durchdrungen werden müssen und endet darin, dass das 
Reaktionsgefäß eine höhere Temperatur aufweist, als das Reaktionsgemisch selbst. Im 
Gegensatz dazu führt Mikrowelleneinstrahlung zu einem effizienten, internen 
Erwärmungsprozess durch direkte Kopplung der Mikrowellenenergie mit den polaren 
Molekülen des Reaktionsgemisches. Das nahezu Mikrowellen-durchlässige Reaktionsgefäß, 
welches aus Borsilikat, Quarz oder Teflon besteht, wird dabei nicht erhitzt [Kappe 2004]. Die 
Gründe, chemische Reaktionen mit direkter Mikrowelleneinstrahlung zu betreiben, sind unter 
anderem kürzere Reaktionszeiten, verringerte Nebenreaktionen, höhere Ausbeuten und 
verbesserte Reproduzierbarkeit. Diese Technologie wird eingesetzt um Reaktionen zu 
optimieren, effizienter zu synthetisieren und neue Reaktivitäten zu entdecken und zu 
erforschen [Kappe 2004]. Mikrowellen sind elektromagnetische Wellen einer Frequenz 
zwischen 0,3-300 GHz. Alle Küchenmikrowellenherde und kommerziellen 
Mikrowellenreaktoren arbeiten bei einer Frequenz von 2,45 GHz und der korrespondierenden 
Wellenlänge von 12,24 cm, um eine Beeinträchtigung der Telekommunikation zu vermeiden.  
 
Da die Energie eines Mikrowellenphotons lediglich 0,0016 eV beträgt, kann durch 
Mikrowellen keine chemische Bindung gebrochen und somit keine chemische Reaktion 
induziert werden. Der bessere Ablauf der Reaktionen basiert vielmehr auf einer effektiveren 
Erwärmung von Materialien durch die dielektrische Heizmethode. Der Effekt ist abhängig 
von der Möglichkeit eines Materials (Lösungsmittels) Mikrowellenenergie zu absorbieren und 
in Hitze umzuwandeln. Die Grundlage bilden dielektrische Materialien, d.h. Ionen oder kleine 
dipolare Moleküle, die sich nach dem schnell oszillierenden elektrischen Feld ausrichten 
[Kappe 2004]. Als dielektrische Materialien bezeichnet man solche mit permanenten oder 
induzierten Dipolen, die sich zwischen zwei Elektroden wie ein Kondensator verhalten. Die 
Polarisation des dielektrischen Materials rührt von der begrenzten Umverteilung von 
Ladungen durch physikalische Rotation der Dipole her, die ein typisches Kennzeichen 
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mikrowellen-unterstützter Erwärmungsprozesse sind [Gabriel et al. 1998]. Bei dem 
Polarisierungsprozess geht Energie durch dielektrischen Verlust und Reibung verloren, wobei 
Hitze entsteht. Würden die Moleküle perfekt mit dem elektrischen Feld oszillieren, oder sich 
überhaupt nicht bewegen, da z.B. das Feld zu schnell wechselt um ihm folgen zu können, 
würde keine Hitze entstehen. Die Frequenz von 2,45 GHz liegt jedoch genau zwischen diesen 
beiden Extremen und gibt so kleinen Dipolen, wie Wasser Zeit sich nach dem Feld 
auszurichten, ohne ihm präzise folgen zu können [Kappe 2004]. Der Erwärmungsprozess 
durch Mikrowelleneinstrahlung hängt demnach sehr stark von den dielektrischen 
Eigenschaften eines Materials ab. Die Möglichkeit eines bestimmten Materials 
elektromagnetische Energie in Wärme umzuwandeln, wird durch den so genannten Verlust-
Faktor (tanδ) ausgedrückt. Der Verlustfaktor wird durch den Quotienten tanδ = ε``/ ε` 
beschrieben, wobei ε`` der dielektrische Verlust ist, welcher die Effizienz beschreibt mit der 
Mikrowellen in Wärme umgewandelt werden und ε` die Dielektrizitätskonstante (relative 
Permittivität) ist, die die Polarisierbarkeit, bzw. die Möglichkeit beschreibt Ladungen zu 
speichern. Materialien können über den Verlustfaktor als stark (tanδ > 0,5), mittel (tanδ = 0,1-
0,5) oder gering (tanδ < 0,1) mikrowellen-absorbierend eingestuft werden. Dabei bedeutet 
eine hohe Absorption von Mikrowellen eine stake Wärmeentwicklung [Gabriel et al. 1998; 
Kappe 2004]. Die oben beschriebenen dielektrischen Eigenschaften lassen sich am besten bei 
reinen Lösungsmitteln bestimmen und vorhersagen. Die Gesamteigenschaften eines 
Reaktionsgemisches jedoch werden durch die Zugabe dipolarer Moleküle, wie Substrate und 
Katalysatoren verändert und können durch Zugabe besonders polarer Lösungsmittel, wie z.B. 
Ionische Flüssigkeiten gezielt manipuliert werden [Kappe 2004]. 
 
Die bei chemischen Reaktionen unter Mikrowelleneinstrahlung beobachteten Erhöhungen von 
Reaktionsraten und die veränderten Produktverteilungen führten zu einer näheren Betrachtung 
des Mikrowelleneffektes. Ein entscheidender Unterschied zwischen Mikrowellen und 
konventioneller Wärmezufuhr ist eine beschleunigte Heizrate und die durch 
Mikrowelleneinstrahlung zu erreichenden, höheren Temperaturen [Hayes 2004]. Es wurden 
jedoch neben thermisch/kinetischen Effekten von Mikrowellen auch solche beobachtet, die 
auf besondere Eigenschaften der dielektrischen Heizmethode zurückzuführen sind. Dieser 
spezifische Mikrowelleneffekt ist definiert als eine Reaktionsratenerhöhung, die bei gleicher 
Temperatur durch konventionelle Heizmethoden nicht reproduziert werden kann. In den 
meisten Fällen kann die Ursache jedoch letztlich auch auf einen thermischen Effekt 
zurückgeführt werden. Hierunter fallen der „superheating effect“ bei Lösungsmittel, die 
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selektive Erwärmung heterogener Katalysatoren, molekulare Radiatoren (hot spots) und die 
Eliminierung von Wandeffekten durch invertierten Temperaturgradienten [Kappe 2004]. Da 
der Energietransfer durch Mikrowellen in weniger als einer Nanosekunde stattfindet, sind 
Moleküle weder in der Lage vollständig zu relaxieren (~ 10-5 Sekunden), noch ein 
Gleichgewicht zu erreichen. Dieser Zustand des Nicht-Gleichgewichts führt zu sprunghaft 
ansteigenden internen Temperaturen. Diese plötzlich, lokal auftretenden Temperaturen (hot 
spots) sind nicht direkt bestimmbar, liegen aber weit über den messbaren Temperaturen und 
beeinflussen das Ergebnis synthetischer Reaktionen und bedingen ihre Kinetik [Hayes 2004]. 
So werden Reaktionsverläufe erklärbar, die bei geringeren gemessenen Temperaturen 
ablaufen als erwartet und stark erhöhte Steigerungen der Reaktionsraten aufweisen. Nicht-
termisch bedingte Mikrowelleneffekte werden mit der direkten Interaktion des elektrischen 
Feldes mit den Molekülen des Reaktionsgemisches erklärt, wobei es sich um 
Orientierungseffekte dipolarer Moleküle handelt. Beispielsweise bei Reaktionsmechanismen, 
für die die Polarität entscheidend ist, kann sich eine Änderung durch das elektrischen Feld 
ergeben, wodurch die Reaktivität erhöht und die Aktivierungsenergie gesenkt wird [Kappe 
2004]. Trotz der fortgeschrittenen Erforschung bleiben Mikrowelleneffekte Gegenstand der 
wissenschaftlichen Diskussion, da es bislang an detailliertem Verständnis dieser Phänomene 
mangelt. 
 
Zur Erzeugung hochenergetischer, elektromagnetischer Mikrowellen wird ein Magnetron 
verwendet. Dieser besteht aus einer Hohlröhre, in deren Mitte sich ein Filament befindet. Die 
Röhrenwand fungiert als Anode, das Filament als Kathode. Das glühende Filament sendet 
Elektronen aus, die von der positiven Anode angezogen werden. Ein externes Magnetfeld 
hindert die Elektronen jedoch am Erreichen der Anode und zwingt sie stattdessen auf eine 
Kreisbahn, unterbrochen von Einfräsungen der Röhreninnenwand. Indem die Elektronen von 
Einfräsung zu Einfräsung „hüpfen“ erzeugen sie ein schwingendes, hochfrequentes Radiofeld, 
das wiederum eine Bündelung der Elektronen in Gruppen bewirkt. Ein Teil dieses 
Radiofeldes wird von einer kurzen Antenne extrahiert, die ihrerseits mit einem meist 
rechteckigen Wellenleiter verbunden ist. Über den Wellenleiter wird die extrahierte 
Radiofeldenergie in den Innenraum des Mikrowellenherdes geleitet. In einem herkömmlichen 
Mikrowellenherd wird die Einstrahlungsintensität durch An/Aus-Zyklen des Magnetrons als 
gepulste Einstrahlung bewerkstelligt. Es besteht dabei keine Möglichkeit der 
Temperaturmessung oder –regelung. Nachteilig sind hierbei das inhomogene Feld und das 
Fehlen von Kontrollfunktionen. Kommerziell erhältliche Mikrowellenreaktoren, die speziell 
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für Synthesezwecke ausgelegt sind, beinhalten einen eingebauten Magnetrührer, direkte 
Temperaturkontrolle durch Fiberoptik oder IR-Sensor und Software -gesteuerte online 
Temperatur- und Druckmessung, sowie Regulationsmöglichkeiten der 
Einstrahlungsintensitäten. Es gibt grundsätzlich zwei unterschiedliche Reaktorausführungen, 
„Multimode“ und „Singlemode“ Reaktoren [Kappe 2004]. Reaktoren des „Multimode“-Typs 
ähneln konzeptionell den herkömmlichen Mikrowellenherden. Mikrowellen, die in den 
Reaktorinnenraum eingestrahlt werden, werden von den Wänden reflektiert, wobei durch 
einen Modenrührer die Feldverteilung so homogen wie möglich gestaltet wird. Die Vorteile 
sind, dass Parallelansätze und große Volumina von mehreren Litern bearbeitet werden 
können. Bei „Singlemode“-Reaktoren wird die elektromagnetische Strahlung hingegen durch 
einen rechteckigen oder runden Wellenleiter definiert in das Reaktionsgefäß geführt. Dieses 
befindet sich in einem exakt festgelegten Abstand zur Strahlungsquelle, wodurch eine 
stehende Welle erzeugt wird. Neben der exakteren Bestimmung der tatsächlich eingestrahlten 
Intensität, ist bei diesem Reaktortyp eine schnelle Temperaturregelung durch eingebaute 
Pressluftkühlung möglich. Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, Reaktionen während der 
Mikrowelleneinstrahlung zu kühlen. Normalerweise wird durch starke Einstrahlung schnell 
die gewünschte Synthesetemperatur erreicht, worauf hin die weitere Einstrahlung eingestellt 
wird, um die gewünschte Temperatur nicht zu überschreiten. Wird hingegen simultan durch 
Pressluft gekühlt, kann eine konstant hohe Menge an Mikrowellenenergie eingebracht werden 
und insgesamt auch eine größere Energiemenge, bei vergleichsweise niedriger Temperatur 
[Hayes 2004]. Nachteilig ist bei „Singlemode“-Reaktoren, dass keine Parallelansätze möglich 
sind und nur vergleichsweise kleine Volumina von 0,2-150 mL bearbeitet werden können. 
 
Mikrowellen-unterstützte Reaktionen werden heute in fast allen Bereichen der Chemie aus 
den bereits ausgeführten Gründen durchgeführt. Dennoch wurden bisher nur wenige 
Reaktionen aus dem Bereich der Kohlenhydratchemie beschrieben. Aufgrund jedoch der 
immensen Bedeutung der Kohlenhydrate in biologischen Prozessen und den Forschritten der 
letzten Jahre, z.B. in Bezug auf Kohlenhydrat-basierte Medikamente und der Verringerung 
ihrer Toxizität und Immunogenität, ist das Interesse an ihrer effizienteren Synthese und 
Modifikation enorm gestiegen. Die Entwicklung neuer Kohlenhydrate und deren chemische 
Transformation durch schnellere und sauberere Methoden stehen dabei im Vordergrund. 
Verschiedene mikrowellen-unterstützte Methoden wurden bereits beschrieben. In der 
Kohlenhydratchemie ist vor allem die schnelle und effektive Abschirmung von 
Hydroxylgruppen mit Schutzgruppen eine wichtige Reaktion. Bei den entsprechenden 
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Entschützungsreaktionen wurde der Fokus besonders auf eine Verkürzung der Reaktionszeit 
durch Mikrowelleneinstrahlung gelegt, wobei ebenfalls quantitative Umsätze erzielt wurden 
[Corsaro et al. 2004]. Es werden mittlerweile sogar Entschützungsprotokolle für z.B. 
synthetische Oligodesoxynukleotide gezielt unter Mikrowellenbedingungen erstellt und 
optimiert [Culf et al. 2008]. Interessante Anwendungen finden mikrowellen-unterstützte 
Methoden z.B. in der Biokraftstoff- und Basischemikalienherstellung aus Kohlenhydrat-
basierten Rohstoffen. So werden unter Mikrowelleneinstrahlung aus Lignozellulose, 
Zellulose, Stroh, Xylose und Xylan Chemikalien wie Furfural und Furan hergestellt, die eine 
neue Basis für Petrochemikalien-freie Synthesewege liefern [Zhang et al. 2010; Yemis et al. 
2011]. 
 
Die Beispiele belegen, dass mikrowellen-unterstützte Methoden sehr nützlich sind, um Mono, 
Di- und Polysaccharide chemisch zu modifizieren. Mikrowelleneinstrahlung bietet besondere 
Vorteile bei Reaktionen, die milde Reaktionsbedingung benötigen, bei denen sterische 
Hinderungen zu berücksichtigen sind und kurze Reaktionszeiten Abbaureaktionen verhindern 
können. Es ist daher wahrscheinlich, dass Mikrowellen zukünftig an Bedeutung für die 
Kohlenhydratchemie gewinnen, nicht zuletzt, da diese Technologie die Reduktion von 
Lösemitteln fördert und daher im Einklang mit den Regeln der „grünen Chemie“ steht 
[Corsaro et al. 2004]. 
 
1.4 Mikrowelleneinstrahlung in der enzymatischen Synthese 
 
Die Anzahl der beschriebenen, enzymatischen Reaktionen unter Mikrowelleneinstrahlung ist 
im Gegensatz zu chemischen Reaktionen begrenzt. Die hochenergetische 
Mikrowelleneinstrahlung führt zu rapiden Temperaturanstiegen [Kappe 2004], die potentiell 
schädlich für Biokatalysatoren sind. Durch den Einsatz von Singlemode Reaktoren mit 
simultaner Kühlung und präzieser Temperaturkontolle können allerdings 
Reaktionsbedingungen geschaffen werden, die Biokatalyse nicht nur ermöglichen, sondern 
direkte Effekte auf die Reaktion haben. Nachgewiesen sind Effekte auf Enzymeigenschaften 
wie Aktivität, Selektivität und Stabilität [Rejasse et al. 2007]. Die Untersuchung dieser 
Eigenschaften wird durch die Notwendigkeit erschwert, zwischen thermischen und  nicht-
thermischen Effekten zu unterscheiden. Thermostabile Enzyme wurden eingesetzt um 
einerseits einen reinen Temperatureffekt auszuschlieβen und andererseits enzymatische 
Katalyse bei höheren Temperaturen zu ermöglichen [Hult et al. 2003; Young et al. 2008; 
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Porcelli et al. 1997]. Die Beeinflussung der Reaktionsraten und Produktausbeuten wird 
hierbei bislang besonders kontrovers diskutiert. Gut untersuchte Systeme sind durch Lipase 
katalysierte Esterifikation und Transesterifikation. Mikrowelleneinstrahlung kann eine 
wertvolle Strategie sein, um gewünschte Steigerungen der Reationsraten zu erzielen. Lipasen 
sind sehr gut untersuchte Modelle für die Katalyse in nicht-wässrigen Systemen, da sie 
natürlicherweise sehr stabile Enzyme sind. Sie sind kommerziell in freier oder immobilisierter 
Form erhältlich und katalysieren eine Reihe von Reaktionen in organischen Lösungsmitteln 
(Hydrolyse-, Esterifikations- und Transesterifikationsreaktionen). In einem offenen 
Singlemode System unter Temperaturen bis zu 100 °C wurden die Reaktionen zweier Lipasen 
mit denen unter identischen Reaktionsbedinungen bei herkömmlichen Heizbedingungen 
verglichen. Die Lipase katalysierte Esterifikation von 1-Phenylethanol unter trockenen 
Bedingungen führte beispielsweise zu 2-9 % höheren Ausbeuten unter 
Mikrowelleneinstrahlung als unter herkömmlichen Bedingungen [Carrillo-Munoz et al. 
1996]. Der Effekt wurde der mikrowellenbedingten Verflüchtigung von polaren Molekülen, 
wie z.B. Wasser und Ethanol, die als Nebenprodukte bei der Reaktion entstanden 
zugeschrieben, da dies eine Verschiebung des Reaktionsgleichgewichtes nach sich zog. In 
einer anderen Studie erklären Lin und Lin [Lin et al. 1998] die Ausbeutesteigerung des (S)-
Stereoisomers nach Acylierung von 1,2,3,4-tetra-hydro-1-Naphtol durch PPL (porcine 
pancreatic lipase) um das 4-9 fache, je nach Donorsubstrat, durch lokal auftretende höhere 
Drücke unter Mikrowelleneinstrahlung. In nicht-wässrigen Medien wurden entscheidende 
Eigenschaften wie Aktivität, Stabilität und Selektivität neben Lipasen auch an Glykosidasen 
untersucht. Bei Reaktionen in Lösungsmitteln wird die Aktivität maβgeblich durch die 
Hydrathülle des Enzyms und die Polarität des Reaktionsmediums beeinflusst. Versuche unter 
lösungsmittelfreien Bedinungen werden mit immobilisierten Enzymen durchgeführt. Die 
festen Träger dürfen dabei selbst kaum Mikrowellen absorbieren und werden mit dem 
Substrat imprägniert. Die Verdampfung leichter, polarer Substanzen, die stark mit dem 
elektromagnetischen Mikrowellenfeld interagieren, hat sich sowohl bei Lipasen, als auch bei 
Glykosidasen als vorteilhaft herausgestellt [Rejasse et al. 2007]. In einer Studie wurde unter 
lösungsmittelfreien Bedinungen die reverse Hydrolyse und Transglykosylierung einer β-
glykosidase unter Mikrowelleneinstrahlung mit herkömmlicher Heizmethode in einem 
offenen System untersucht. Die vom Reaktionsgleichgewicht gesteuerte reverse Hydrolyse 
zur Stynthese von Glykanstrukturen mit Hilfe geeigneter Donorsubstrate und der 
energiereichen Mikrowelleneinstrahlung sollte durch die Verwendung eines trockenen 
Systems positiv beeinflusst werden. Es wurde eine Korrelation zwischen der Wasseraktivität 
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und der Enzymaktivität gefunden. Je weiter die Wasseraktivität des Stystems herabgesenkt 
werden konnte, desto stärker war der positive Einfluss der energiereichen 
Mikrowelleneinstrahlung auf die Ausbeute. Bei gesteigerter Wasseraktivität wurde ein 
negativer Effekt auf die Enyamaktivität festgestellt [Gelo-Pujic et al. 1997]. 
Transglykosylierungsreaktionen wurden mit β-Glukosidasen aus Rohextrakten der 
thermostabilen Mikroorganismen Sulfolobus solfataricus und Pyrococcus furiosus 
durchgeführt. Mikrowelleneinstrahlung führte zu einer höheren Reaktionsrate bei der  
Transglykosylierung von Phenyl-β-D-Glukose. Die Selektivität für die Produktbildung mit 
primärer und sekunderer OH-Gruppe blieb jedoch bei beiden Heizmethoden gleich (4:1) und 
es wurde keine gesteigerte Enantioselektiviät für den Akzeptor gefunden [Gelo-Pujic et al. 
1997]. Diese Beispiele geben einen Hinweis darauf, dass Mikrowelleneinstrahlung zu 
gesteigerter Ausbeute für Produkte führen kann, besonders wenn diese durch enzymatische 
Hydrolyse gefährdet sind. Die Verwendung von Singlemode Reaktoren und Messmethoden 
für die Einstrahlungsintensität ist für die Analyse der Reaktion eine Vorraussetzung. Die 
Immobilisierung der Enzyme ist  sowohl ein zeitlicher Nachteil als auch ein weiterer 
Variabilitätsfaktor bei der systematischen Analyse von Transglykosylierungsreaktionen unter 
Mikrowelleneinstrahlung. Die Verwendung definierter kommerzieller Enzympräparate oder 
aufgereinigter rekombinanter Enyzme ist der Verwendung eines einfachen Rohextraktes in 
jedem Fall vorzuziehen. In der vorliegenden Arbeit wurden diese Einflussfaktoren weitgehend 
minimiert durch die Verwendung definierter Enzymlösungen und Reaktionsgemische. Der 
verwendete Mikrowellenreaktor ermöglicht ebenfalls maximale Temperatur- und 
Einstrahlungskontrolle. Die Untersuchung der enzymatischen Aktivität bei Hydrolyse und 
Transglykosylierungsreaktion wird an mehreren Beispielen in der vorliegenden Arbeit 
demonstriert. 
 
1.4.1 Glykosidase-katalysierte Reaktionen unter Mikrowelleneinstrahlung 
 
Dem Problem der Produkthydrolyse bei Glykosidase-katalysierten Synthesen wird meist mit 
einer Verminderung des Wassergehalts in den Reaktionsgemischen begegnet. Zu diesem 
Zweck wurden erfolgreich gefrorene Lösungen [Hänsler et al. 1996; Zervosen et al. 2001], 
ionische Flüssigkeiten [Kaftzik et al. 2002] und organische Lösungsmittel eingesetzt [Bridiau 
et al. 2010]. Neben den genannten Methoden, kann auch der Einsatz von Mikrowellen einen 
Vorteil für die Synthese bedeuten. Mikrowellen werden mittlerweile regulär in der 
organischen und anorganischen Chemie eingesetzt, um Reaktionsraten und Ausbeuten zu 
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erhöhen [Kappe 2004]. In der Biokatalyse wurden erhöhte Reaktionsraten und Ausbeuten, in 
Verbindung mit erniedrigter Produkthydrolyse, für Lipase- und Glykosidase katalysierte 
Reaktionen unter Mikrowelleneinstrahlung beobachtet [Rejasse et al. 2007]. In einem 
kombinierten Ansatz mit Hexanol und Mikrowelleneinstrahlung, wurde eine erhöhte 
Bildungsrate von GAOS und eine verringerte Produkthydrolyse bei der Reaktion einer 
immobilisierten β-Galaktosidase aus Kluyveromyces lactis festgestellt [Maugard et al. 2003]. 
Damit bestimmte biokatalytische Reaktionen ablaufen können, wurden Mikrowellen sogar als 
Vorraussetzung postuliert. Ein Beispiel ist die Reaktion von CelB, einer β-Glykosidase aus 
dem hyperthermophilen Archaeon Pyrococcus furiosus. Bei einer Reaktionstemperatur 
unterhalb des Optimums war keine Biokatalyse möglich, jedoch wurde das Enzym durch 
Mikrowelleneinstrahlung bei gleicher Temperatur stark aktiviert [Young et al. 2008]. In der 
vorliegenden Arbeit wird daher der Effekt der Mikrowelleinstrahlung auf β-Galaktosidase 
katalysierte Transglykosylierungsreaktionen untersucht. 
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2 Zielsetzung 
 
Ziel dieser Arbeit ist die systematische Analyse des Einflusses von Mikrowelleneinstrahlung 
auf Reaktionsparameter der enzymatischen Reaktion wie Aktivität und Produktbildung. Um 
eine rapide Temperaturerhöhung durch Mikrowelleneinstrahlung auszuschlieβen, sollte die 
Temperatur kontinuierlich gemessen werden. Dies ermöglicht einen direkten Vergleich von 
Reaktionen, die unter Mikrowelleneinstrahlung und mit klassischer Heizmethode 
durchgeführt werden. Unterschiede können so dem Mikrowelleneffekt zugeschrieben werden. 
Das Reaktionsgemisch sollte ebenfalls bei beiden Heizmethoden identisch sein. Einzelne 
Parameter wie die Reaktionstemperatur, Substratkonzentration und Enzymmenge sollten 
jeweils systematisch verändert werden und der Einfluss auf die Produktbildung untersucht 
werden. Ein bislang unerforschter Ansatz ist die Variation der Einstrahlungsintensität bei 
gleicher Reaktionstemperatur, der ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit besprochen werden 
sollte. Der Fokus im Bereich Biokatalyse unter Mikrowelleneinstrahlung liegt in dieser Arbeit 
besonders auf der Synthese von Nukleotid-aktivierten Oligosacchariden. 
 
Nukleotid-aktivierte Oligosaccharide wurden aus verschiedenen natürlichen Quellen isoliert 
(siehe  1.2.1). Über ihre Biosynthese und Funktion ist jedoch bisher nur sehr wenig bekannt. 
Potentiell können UDP-Disaccharide durch die Nukleotidaktivierung an C1 als 
Donorsubstrate für Glykosyltransferasen getestet werden und stellen mögliche Bausteine für 
die Oligosaccharidsynthese dar. Es ist auch denkbar, dass UDP-Disaccharide eine 
Inhibitorfunktion im biologischen Syntheseweg für Glykanstrukturen haben. Kommerzielle β-
Galaktosidase-Präparationen aus Bacillus circulans sollten für die Synthese β1-4-verknüpfter, 
UDP-aktivierter Oligosaccharide, wie UDP-Laktose (Gal(β1-4)Glcα1UDP) und UDP-
LacNAc Typ 2 (Gal(β1-4)GlcNAcα1UDP) verwendet und der Einfluss von Mikrowellen-
einstrahlung auf die Synthese untersucht werden. Die Transglykosylierungexperimente (siehe 
Schema 2) sollten dazu mit Experimenten, die unter herkömmlichen Bedingungen im 
Heizblock durchgeführt werden, verglichen werden. Ein Unterschied zu früheren Arbeiten ist 
neben dem Einsatz von Mikrowelleneinstrahlung, dass die Reaktionstemperatur bei 30 °C 
belassen werden sollte, was dem optimalen Temperaturbereich mesophiler Enzyme entspricht. 
In früheren Veröffentlichungen der Arbeitsgruppe, wurde der Tieftemperaturansatz zur 
Ausbeutesteigerung verfolgt [Zervosen et al. 2001]. Zur Synthese β1-3-verknüpfter, UDP-
aktivierter Oligosaccharide sollte eine rekombinante β1-3-Galaktosidase aus Bacillus 
circulans verwendet werden. Neben der Klonierung, Expression und Aufreinigung des 
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Enzyms sollte der Einfluss von Mikrowelleneinstrahlung auf die Synthese β1-3-verknüpfter 
Disaccharide wie UDP-LacNAc Typ 1 und Gal(β1-3)GalNAcα1UDP (eine Core 1- ähnliche 
Struktur) untersucht werden. Die Synthese sollte auf Unterschiede in der Produkthydrolyse, 
Bildung von Regioisomeren und deren relative Verteilung bei Verwendung der 
herkömmlichen Heizmethode im Vergleich zu Mikrowelleneinstrahlung hin analysiert 
werden. Die UDP-aktivierten Disaccharide sollten präparativ synthetisiert und aufgereinigt 
werden. Zusätzlich sollten β1-3-verknüpfte, UDP-aktivierte Disaccharide als Donorsubstrate 
für ausgewählte Glykosyltransferasen (β3-GlcNAc-T, GalT-Mutante Y284L und ppGalNAc-
T2, siehe Tabelle 9) getestet werden.  
 
Neben Nukleotidzuckern sollten auch weitere Glykanstrukturen mit den kommerziellen und 
rekombinanten β-Galaktosidasen synthetisiert werden, wie z.B. Galakto-Oligosaccharide und 
Glykanstrukturen mit chemischen Linkern zur Immobilisierung auf Oberflächen. Ein Beispiel 
dafür ist die Transgalaktosylierung von GlcNAc-tBoc. Diese Synthesereaktion sollten auf die 
gleiche Fragestellung  hin untersucht werden, wie die Synthese der nukleotid-aktivierten 
Oligosaccharide. Die drei entstehenden Regioisomere Gal(β1-3/4/6)GlcNAc-tBoc sollten  
durch präparative HPLC isoliert und als Akzeptorsubstrate für weitere Glykosyltransferasen 
(Fuc-T, α3Gal-T und GlcNAC-T, siehe Tabelle 9) getestet werden, um interessante Epitope 
mit wichtigen biologischen Funktion, wie z.B. das Typ 1 H-Antigen herzustellen. Der tBoc-
Linker hat den Vorteil, dass die gewonnenen Strukturen anschließend auf  aminoreaktiven 
Oberflächen immobilisiert werden können. 
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3 Material & Methoden 
 
3.1 Materialien 
3.1.1 Chemikalien und Geräte 
 
Die Verzeichnisse der verwendeten Chemikalien und Geräte sind im Anhang aufgeführt ( 7.1).  
 
Der verwendete Mikrowellen-Reaktor wurde für diese Arbeit leicht modifiziert und wird 
daher im Folgenden näher beschrieben. Verwendet wurde ein kühlbarer Mikrowellenreaktor 
(Discover® CoolMateTM, CEM, Kamp-Lintfort) mit dynamischer Mikrowelleneinstrahlung 
zwischen 0-300 Watt und invasievem Fiberoptiksensor zur Temperaturkontrolle zwischen -80 
°C -250 °C. Als Kühlmittel wurde der mikrowellentransparente, perfluorierte Polyester 
(oxidiertes, polymerisiertes 1,1,2,3,3,3-hexafluoro Propen) Galden HT 55 (Sovay Solexis, 
Inc., Thorofare, NJ) verwendet. Dieses Kühlmittel umspült direkt das Reaktionsgefäß und 
zwei Kühlkolonnen des CoolMateTM-Elements. Die Kühlkolonnen wurden mit Silikonöl 
befüllt. Ein externer Kryostat (Julabo, Seelbach, Germany) ist mit dem CoolMateTM-Element 
über Kupferkühlspindeln verbunden worden, die in die Kühlkolonnen eintauchen. Die 
Mikrowelleneinstrahlungsintensität wird vom Gerät dynamisch angepasst, um die gewünschte 
Reaktionstemperatur zu erreichen, wodurch eine Abhängigkeit vom Grad der Kühlung, die 
auf das Reaktionsgefäß einwirkte, bestand. Dies ermöglichte eine Variation der 
Einstrahlungsintensität über die Einstellung des Kryostaten.  
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Abbildung 1: Mikrowellenreaktorsystem. A: Von links nach rechts sind der CEM-Mikrowellenreaktor 
Discover®, das CEM-CoolMateTM-Element und der Julabo-Kryostat zu sehen. B: Reaktionsgefäβ von oben im 
Mikrowellenreaktor mit Temperaturfühler. C: Reaktionsgefäβ von unten, in der Kühlvorrichtung aus Glas, mit 
eintauchemdem Temperaturfühler. D: Verbindungsschläuche vom Kryostaten zu den Kupferspindeln, die in die 
Kühlkolonnen des CoolMateTM-Elements eintauchen. E: Kupferspindeln, ausgehend vom Kryostaten, 
eintauchend in das CoolMateTM-Element. 
3.1.2 Enzyme 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden kommerzielle und rekombinante β-Galaktosidasen, sowie 
rekombinante Glykosyltransferasen verwendet. 
 
Die β-Galaktosidase aus Bacillus circulans ist als kommerzielles Enzympräparat erhältlich. 
Sie ist bekannt für ihre guten Transglykosylierungseigenschaften und wurde bereits vielfach 
erfolgreich zur Oligosaccharidsynthese eingesetzt [Nakanishi et al. 1983; Mozaffar et al. 
1984; Mozaffar et al. 1987; Mozaffar et al. 1988; Mozaffar et al. 1989; Vetere et al. 1996, 
Zervosen, 2001 #22; Nieder et al. 2003]. In den genannten Publikationen wurde ein 
kommerzielles β-Galaktosidase-Präparat aus Bacillus circulans der Firma Daiwa Kasei KK, 
Osaka, Japan verwendet, welches unter dem Handelsnamen „Biolacta N5TM“ vertrieben und 
im ersten Teil dieser Arbeit verwendet wurde. Bedingt durch die Einstellung des Vertriebs 
dieses Produktes bezieht sich eine spätere Publikation, welche die Synthese von N-
Acetyllaktosamin beschreibt, auf ein Nachfolge-Produkt der Firma Daiwa Kasei KK, Osaka, 
Japan, welches unter dem Namen „Lactoles® L3“ vertrieben wird [Bridiau et al. 2011]. 
Ebenfalls auf dem Markt erhältlich ist ein flüssiges kommerzielles β-Galaktosidase-Präparat 
aus Bacillus circulans der Firma Biocon, Barcelona, Spanien, welches unter dem Namen 
„BIOLACTASA NTL-CONC“ vertrieben wird und in der vorliegenden Arbeit zur Synthese 
von β1-4-verknüpften Oligosacchariden verwendet wurde.  
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Die rekombinante β1-3-Galaktosidase aus Bacillus circulans (BgaC) wurde anhand der 
bekannten Gensequenz (siehe Anhang  7.6) aus genomischer DNA kloniert und zur Synthese 
von β1-3-verknüpften Oligosacchariden verwendet. 
 
Precursor-Glykokonjugate, die mit Hilfe der rekombinanten β1-3-Galaktosidase oder einer 
kommerziellen β1-4-Galaktosidase aus Bacillus circulans hergestellt wurden, wurden als 
Donor- oder Akzeptorsubstrate für Glykosyltransferasen getestet. In dieser Arbeit wurden die 
in der folgenden Tabelle 1 aufgeführten Glykosyltransferasen der hauseigenen 
Stammsammlung zu diesem Zweck verwendet. 
Tabelle 1: Rekombinante Glykosyltransferasen für Transferreaktionen. 
GLYKOSYLTRANSFERASE REKOMBINANTES 
FUSIONSPROTEIN 
STAMM 
Polypeptide-N-Acetyl-
galactosaminyltransferase 2  
(human) 
His6ppGalNAcT2 Pichia pastoris ppic6αC-T2 
 
β-1,3-N-Acetyl-
glucosaminlytransferase 
(Helicobacter pylori) 
MBP-GlcNAcT E. coli BL 21 (DE3) HP39 
β-1,4-Galaktosyltransferase 1 
(human) 
His6-Prop-catβ4GalT1 E. coli BL 21 (DE3) pTS05 
β-1,4-Galaktosyltransferase 1 
-Mutante Y284L 
(human) 
His6-Prop-
catβ4GalT1-Mutante 
Y284L 
E. coli BL 21 (DE3) pTS05 mut. 
Y284L 
α-1,3- Galaktosyltransferase 
(murin) 
MBP-His6- cat α 
3GalT 
E. coli BL 21 (DE3) pMisGali 
α-1,2- Fucosyltransferase His6-Prop-FucTGen E. coli JM09 (DE3) pET22b-
mod._His6PropFucTGen 
  
3.1.3 Gene 
 
Zur Expression der rekombinanten β1-3-Galaktosidase aus Bacillus circulans wurden 
unterschiedliche Konstrukte des bgaC Gens hergestellt. Die wichtigsten Charakteristika der 
Gene sind in Tabelle 2 angegeben. 
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Tabelle 2: Charakteristika der Genkonstrukte der rekombinanten β1-3-Galaktosidase BgaC 
BEZEICHNUNG BESCHREIBUNG LÄNGE DES 
GENS [bp] 
GRÖßE DES 
PROTEINS [As; kDa] 
bgaC* BgaC-ORF (Uniprot-ID: 
O31341) 
1761 586 As; 
66,89 kDa 
His6PropBgaC BgaC mit N-terminalem 
His-Tag® und 
Propeptidsequenz (207 
AS) der Lipase aus S. 
hyicus [Sauerzapfe et al. 
2008] 
2412 803 As;  
91 kDa 
His6CutBgaC BgaC mit N-terminalem 
His-Tag® gefolgt von 
einer Entero-kinase 
Schnittstelle 
1830 609 As;  
69,41 kDa 
His6BgaC BgaC mit N-terminalem 
His-Tag® 
1803 600 As; 
68,50 kDa 
* Sequenz siehe Anhang  7.6 
 
3.1.4 Stämme und Organismen 
 
Für die Klonierung und Expression der rekombinanten β1-3-Galaktosidase aus Bacillus 
circulans wurden unterschiedliche Organismen verwendet. Eine im Anhang hinterlegte 
Tabelle (siehe Anhang  7.3) gibt die wichtigsten Charakteristika, sowie die Referenzen der 
einzelnen Stämme und Organismen wider.  
 
3.1.5 Vektoren und Primer 
 
Zur Erzeugung verschiedener Konstrukte des bgaC-Gens, welches für die β1-3-Galaktosidase 
aus Bacillus circulans kodiert, wurden unterschiedliche E. coli Vektoren verwendet (siehe 
Tabelle 3). Die Vektoren dienen der Erzeugung von Fusionsproteinen mit Eigenschaften, wie 
z.B. His-Tags® zur Aufreinigung, Propeptidsequenzen zur Erhöhung der Löslichkeit und 
Stabilität und Enterokinase-Schnittstellen zur Abtrennung von Fusionsproteinen, um natives 
Enzym zu erzeugen. 
 
 
 
 
 
  Material & Methoden 
 25
Tabelle 3: E.coli Vektoren 
BEZEICHNUNG BESCHREIBUNG REFERENZ 
pET-Duet-1 N-terminaler His-Tag® Novagen, Darmstadt 
pET-22b(+) N-terminaler His-Tag® und 
Propeptidsequenz (207 AS) 
der Lipase aus S. hyicus 
(Sauerzapfe, 2008) 
Novagen, Darmstadt 
 
(modifiziert von L. Engels) 
pET-45b(+) N-terminaler His-Tag® 
gefolgt von einer Entero-
kinase Schnittstelle 
Novagen 
 
Der pET-22b(+) Vektor ist speziell für die Fusionierung eines Zielgens an eine 
Signalsequenz, die den Export in den periplasmatischen Raum bewirkt, konstruiert. Die 
Bedingungen im perisplasmatischen Raum fördern die Ausbildung von Disulfid-Brücken, 
wodurch die Faltung, Löslichkeit und ggf. die Aktivität des Zielproteins positiv beeinflusst 
wird. Die Signalsequenz wird nach dem Export von endogenen E. coli Signalpeptidasen 
abgespalten.  
 
Der pET-22b(+) Vektor besitzt die folgenden Merkmale: T7 Promoter, pelB Signalsequenz 
für den Export in den periplasmatischen Raum, eine multiple cloning site (MCS), eine His-
Tag® kodierende Sequenz zur Erzeugung von Fusionsproteinen mit carboxy-terminalem His-
Tag®, sowie eine lac I Sequenz. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: Vektorkarte pET-22b(+) (Novagen, Darmstadt) 
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Der ursprüngliche pET-22b(+) Vektor (Novagen, Darmstadt) wurde mit einer Propeptid-
sequenz der Lipase aus S. hyicus [Sauerzapfe et al. 2008] durch Dipl. Biol. L. Engels 
modifiziert, um die Löslichkeit und Stabilität eines cytoplasmatisch expremierten Proteins zu 
erhöhen. Dazu wurde die pelB-Signalsequenz zur periplasmatischen Expression in E. coli, 
durch die Restriktionsenzyme Nde I und BamH I, entfernt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3: Klonierungs/Expressionsbereich des pET-22b(+) Vektors (Novagen, Darmstadt) 
 
Die Propeptid-Sequenz der Lipase aus Staphylococcus hyicus wurde, ausgehend vom Plasmid 
pLGalT38 [Sauerzapfe et al. 2008], unter Verwendung der folgenden Primer amplifiziert 
und in den Nde I und BamH I restringierten Vektor ligiert: 
 
5`-CATATGCACCACCACCACCACCACAATGATTCGACAACACAAACAACGAC-3` 
und 
3´-GGATCCGTATGGTTTTTTGTCGCTCGCTTG-5` 
 
Die blau unterlegte Sequenz des 5`-3` Primers kodiert für einen mit dem Propeptid 
zusammen, neu eingeführten N-terminalen His-Tag®. Die gelb unterlegte Sequenz ist die Nde 
I Restriktionsschnittstelle. Beim 3` - 5` Primer ist die BamH I Schnittstelle gelb unterlegt. Der 
resultierende modifizierte pET-22b(+) Vektor ist kompatibel mit Inserts, die eine N-termiale 
BamH I Schnittstelle kodieren und C-terminal z.B. eine Xho I Schnittstelle besitzen. Es 
ergeben sich durch das Einfügen eines Zielgens dabei Fusionsproteine, die N-terminal einen 
His-Tag® und das Propeptid der Lipase aus S. hyicus tragen. 
 
Der pET-DuetTM-1 Vektor ist speziell für die Koexpression zweier Zielgene konstruiert. Der 
Vektor enthält zwei MCSs (multiple cloning sites), die jeweils durch eine T7-Promoter/lac-
Operator Kombination kontrolliert werden und eine Ribosomenbindestelle besitzen. Der 
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Vektor besitzt das ColE1-Replikon, ursprünglich aus pBR322, ein lacI-Gen und ein 
Ampicillin-Resistenz-Gen (bla). Alle Duet Vektoren bieten die Möglichkeit, native Proteine 
oder Fusionsproteine mit His-Tag® oder S-TagTM zu expremieren. MCS-1 enthält eine Nco I 
Restriktionsschnittstelle am ATG (Met) Translations-Initiations-Bereich die verwendet wird, 
um nicht-fusionierte Proteine zu erzeugen. Darauf folgt die Sequenz für einen amino-
terminalen 6-Aminosäuren His-Tag® zur Detektion und Aufreinigung von Fusionsproteinen. 
Zur Erzeugung von Fusionsproteinen mit N-terminalem His-Tag® können z.B. die 
Restriktionsschnittstellen BamH I, EcoR I, Sac I, Pst I, Hind III oder Not I der MSC-1 
verwendet werden. In MCS-2 wird die Nde I Restriktionsschnittstelle zur Erzeugung nativer 
Proteine verwendet. Bei der Verwendung der Restriktionsschnittstellen Bgl II, Mun I und Xho 
I entstehen Überhänge, die kompatibel zu BamH I, EcoR I und Sal I sind und den Transfer in 
andere pET-Vektoren erleichtern. MCS-2 besitzt außerdem die Option auf einen carboxy-
terminalen 15-Aminosäuren S-TagTM für leichte Detektion, Aufreinigung und Quantifizierung 
von Fusionsproteinen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4: Vektorkarte pET-Duet-1TM (Novagen, Darmstadt) 
 
Das besondere Design der beiden MCSs erlaubt die simultane Erzeugung zweier nativer 
Proteine, oder eines Fusionsproteins mit N-terminalem His-Tag® und/oder eines 
Fusionsproteins mit C-terminalem S-TagTM. 
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Der pET-45b(+) Vektor trägt eine N-terminale His-Tag® Sequenz, gefolgt von einer 
Enterokinase-Schnittstelle und einer optional verwendbaren C-terminalen S-TagTM Sequenz. 
Der pET-45b(+) Vektor besitzt die folgenden Merkmale: T7 Promoter, eine His-Tag® 
kodierende Sequenz zur Erzeugung von Fusionsproteinen mit amino-terminalem His-Tag®, 
eine multiple cloning site (MCS), eine S-TagTM Sequenz, einen T7 Terminatur, eine lac I 
Sequenz, ein Ampicillin-Resistenz-Gen (bla) und einen f1-ori.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5: Klonierungs/Expressionsbereich des pET-45b(+) Vektors (Novagen, Darmstadt) 
 
Die für die Klonierung nötigen Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers.net GmbH 
(Ulm) bezogen und sind in der nachfolgenden Tabelle 4 aufgeführt. 
 
Tabelle 4: Oligonukleotide 
BEZEICHNUNG SEQUENZ 5`-3` BEMERKUNG 
bgaC Nterm ATG TCA CAA TTA ACG 
TAT GAT GAT TCA TTT 
Zur Klonierung aus 
genomischer DNA 
bgaC Cterm 
 
TCA AGG TGT TTT TGG 
TAT TGC CCC 
Zur Klonierung aus 
genomischer DNA 
NterBamHIBgaC CGG GAT CCC GTA TGT 
CAC AAT TAA CGT ATG 
ATG ATT CAT TT 
Mit BamH I-Schnittstelle zur 
Klonierung in modifizierten 
pET-22b(+) 
Cter XhoIBgaC 
 
CCG CTC GAG CGG TCA 
AGG TGT TTT TGG TAT 
TGC 
Mit Xho I-Schnittstelle zur 
Klonierung in modifizierten 
pET-22b(+) 
NterBamHIBgaC für petDuet 
 
CGG GAT CCG ATG TCA 
CAA TTA ACG TAT GAT 
GAT TCA 
Mit BamH I-Schnittstelle zur 
Klonierung in pET-Duet-1 
und pET-45b 
Cter PstIBgaC für petDuet 
 
AAC TGC AGA ACC AAT 
GCA TTG GCT CAA GGT 
GTT TTT GGT 
Mit Pst I-Schnittstelle zur 
Klonierung in pET-Duet-1 
und pET-45b 
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3.2 Instrumentelle Analytik 
 
3.2.1 Kapillarelektrophorese (CE) 
 
Proben mit nukleotidaktivierten Sacchariden wurden in einer Kapillarelektrophorese (CE) 
P/ACE MDQ Apparatur (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland) analytisch getrennt und 
über eine UV-Zelle bei 254 nm detektiert. Die Trennung von UDP-aktivierten Sacchariden, 
UDP, UMP und Uridin wurde über eine unbehandelte Quarzglaskapillare (I.D. 75 µm, 60,2 
cm Gesamtkapillarlänge, 50 cm bis zum Detektor, Polymicro Technologies, Phoenix, 
Arizona, USA) bei 25 °C unter Verwendung der Borat-Puffer-Methode (50 mM Na-
Tetraborat, 64 mM Borsäure, pH 9.0), oder der Ammoniumacetat-Methode (50 mM NH4OAc, 
pH 9,2) erreicht. Die Äquilibrierung der Kapillare erfolgte durch Spülen mit 0,1 M NaOH, 
Wasser und Laufpuffer für jeweils 2 Minuten. Die Proben wurden unter Druck injiziert (5 
Sekunden, 0,5 psi) und innerhalb einer Migrationszeit von 30 Minuten (Borat-Methode), oder 
15 Minuten (NH4OAc-Methode) getrennt. Vor jedem Lauf wurde die Kapillare mit 0,1 M 
NaOH; Wasser und Laufpuffer für jeweils 2 Minuten gespült. 
 
Die Bestimmung der Molmassen von Substraten und Produkten in nukleotidzuckerreichen 
Fraktionen der Aufreinigung wurden durch CE-MS Messungen in Kooperation mit Dr. 
Carolin Huhn und Dipl. Chem. Martin Pattky in der Zentralabteilung für analytische Chemie 
(ZCH) des Forschungszentrums Jülich durchgeführt. Die Trennung von Substanzen der 
isolierten Nukleotid-zuckerfraktionen wurde über eine Kapillarelektrophorese (CE) 7100 
(Agilent, Waldbronn, Deutschland) mit einer unbehandelten Quarzglaskapillare (I.D. 50 µm, 
60 cm Gesamtlänge; Polymicro Technologies, Phoenix, Arizona, USA) erreicht. Die 
Äquilibrierung der Kapillare erfolgte durch 20 minütiges Spülen mit 1 M NaOH und Wasser 
für 10 Minuten. Als Laufmittel wurde eine NH4OAc-Lösung (pH 9,2, 50 mM) verwendet. Die 
gegebenenfalls in Laufmittel verdünnte, isolierte Nukleotidzuckerfraktion wurde unter Druck 
injiziert (5 Sekunden bei 50 mbar) und bei einer Spannung von 25 kV getrennt. Vor jedem 
Lauf wurde die Kapillare für 5 Minuten mit Laufmittel gespült. Die massenspektrometrische 
Bestimmung wurde mit einem Quadrupole time-of-flight (qToF) Massenspektrometer 
(Agilent, Waldbronn, Deutschland), welches über ein koaxiales Hilfsflüssigkeits-
Elektrospray-Interface mit dem CE-System verbunden war, durchgeführt. Die Hilfsflüssigkeit 
(1:1, H2O:Isopropanol mit entweder 1 % Essigsäure oder 2 mM NH4OAc, pH 9.2) wurde mit 
einer Flussrate von 4 µL/min eingesetzt. Der qToF wurde mit einem Elektrospraypotential 
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von 4 kV, einem Zerstäuber-Gasstrom von 5 psi und einem Trocknungs-Gasstrom von 4 
L/min bei einer Temperatur von 300 °C betrieben. Die Fragmentor Spannung wurde auf 215 
V gesetzt, um eine maximale Signalstärke zu gewährleisten. Die Analyten wurden im 
negativen Modus in einem Massenbereich von 100-1700 detektiert, wobei eine externe 
Massen-Kalibrierung erfolgte. 
 
3.2.2 High-performance anion-exchange chromatography with pulsed 
amperometric detection (HPAEC-PAD) 
 
Monosaccharid und Galaktooligosaccharid (GAOS) enthaltende Proben wurden über ein 
HPAEC-PAD System (Dionex, Calif., U.S.A.), welches mit einem elektrochemischen 
Detektor (Model ED40) und einer Goldelektrode ausgestattet war, analysiert. GAOS-Proben 
wurden 1:105, Monosaccharid enthaltende Proben aus Hydrolyseexperimenten wurden 1:103 
in Millipore-Wasser verdünnt. Aliquots der Proben (250 µL) wurden über einen Autosampler 
(HPLC 360 autosampler, Kontron Instruments, Rossdorf, Deutschland) in das System injiziert 
und über eine CarboPac PA-1 Säule (250×4 mm I.D., Dionex und Vorsäule 4×50 mm; 
Dionex, Calif., U.S.A.) bei 30 °C getrennt. Die Trennung erfolgte mit 100 mM NaOH als 
Laufmittel bei einer Flussrate von 1 mL/min, einem Arbeitspotential von 0,05 V und einer 
Trenndauer von 30 Minuten. 
 
3.2.3 High performance liquid chromatography (HPLC) 
 
Proben, die Linker-tBoc-verknüpfte Saccharide enthielten, wurden über HPLC (high 
performance liquid chromatography) analysiert. Das Linker-Molekül weist eine hohe 
Hydrophobizität und Affinität zum Säulenmaterial mit linearen, hydrophoben 
Oktadecylketten auf. Mit zunehmender Anzahl der Saccharideinheiten sinkt die 
Hydrophobizität des Analyten und dessen Retentionszeiten verkürzen sich. Durch die 
Verwendung von Reinsubstanzen zur Kalibrierung, wurden Konzentrationsbestimmungen 
durchgeführt und die Identität von Analyten über die Retentionszeiten bestimmt. Proben aus 
Syntheseansätzen wurden für die analytische HPLC auf einen GlcNAc-tBoc-Gehalt von 
maximal 1 mM eingestellt. Die Auftrennung erfolgte über eine reversed-phase-LiChrospher®-
100-RP-18 Säule, 250×4 mm von Merck (Merck, Darmstadt, Deutschland) auf einer Dionex 
HPLC-Anlage mit P580 Pumpe, einem ASI-100 Autosampler und einem 170U-UV/VIS 
Detektor (Dionex GmbH, Idstein, Deutschland). 10-20 µL Probe wurden bei einer Flussrate 
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von 1 mL/min und einer Gesamtlaufzeit von 22 Minuten isokratisch getrennt (Laufmittel: 15 
% (v/v) Acetonitril, 0,1 % (v/v) Ameisensäure) und bei einer Wellenlänge von 254 nm 
detektiert. Zur Steuerung und Auswertung wurde die Chromeleon 6.4 Software verwendet. 
 
Bei größeren Reaktionsansätzen wurde eine preparative HPLC verwendet. Präparative 
Reaktionsansätze zur Gewinnung von LacNAc-tBoc Typ 1 (Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc) und 
LacNAc-tBoc Typ 2 (Gal(β1-4)GlcNAc-tBoc) wurden durch Hitzedenaturierung vom Enzym 
befreit. Präparative Reaktionsansätze zur Gewinnung von LacNAc-tBoc Typ 1 wurden 
zusätzlich über eine P2-Extrafine-Gelfiltration von p-Nitrophenol, das bei der Reaktion frei 
wurde, gereinigt ( 3.8.3). Die t-Boc-reichen Fraktionen wurden vereinigt und im 
Rotationsverdampfer auf 2 mL reduziert. Die Präparative HPLC erfolgte, indem 2 mL Probe 
per Handinjektion auf die Probenschleife mit Trigger (Knauer) aufgegeben wurden. Die 
Auftrennung erfolgte über eine reversed-phase-Eurospher®-100-10 C-18 Säule, 250×20 mm 
von Knauer (KNAUER, Berlin, Deutschland) auf einer Knauer-HPLC-Anlage mit Knauer 
Smartline Pump 1000 und Knauer Smartline-UV Detektor 2600 bei einer Flussrate von 15 
mL/min und einer Gesamtlaufzeit von 30 Minuten. Als isokratisches Laufmittel wurde 15 % 
(v/v) Acetonitril eingesetzt. Die Detektion der Produkte erfolgt bei 254 nm. Die 
Fraktionierung erfolte manuell aufgrund eines UV Signal-Anstiegs zu charakteristischer 
Retentionszeit. Zur Steuerung und Auswertung wurde die EZChrom Elite Software 
verwendet. 
 
Die analytische HPLC wurde zur Massenbestimmung mit einem Massenspektrometer 
verbunden und eine HPLC-MS Methode eingesetzt. Zur massenspektrometrischen Messung 
der aufgereinigten tBoc-verknüpften Produkte diente das Thermo Finnigan Surveyor® 
MSQ™ ESI Massenspektrometer. Die Messung wurde bei einer Düsenspannung von 100 V, 
einer Nadelspannung von 4,5 kV und einer Temperatur von 400 °C durchgeführt. Es wurde 
der negative Modus benutzt. Als mobile Phase wurden 50 % (v/v) ACN:H2O eingesetzt. Eine 
Multospher 120 RP 18 HP-3µ Säule (60 x 2 mm) wurde bei einer Flussrate von 0,2 mL/min 
betrieben. Das Probenvolumen betrug 10 µL und die Gesamtlaufzeit 10 Minuten. 
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3.3 Biochemische Methoden 
 
3.3.1 β-Galaktosidase Aktivitätstest 
 
Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivität von β-Galaktosidasen können farbige 
Galaktoside wie o- oder p-Nitrophenyl β-D-Galaktopyranosid eingesetzt werden [Lederberg 
1950]. Die enzymatische Aktivität wurde in der vorliegenden Arbeit mithilfe des farbigen 
Substrates pNPG (p-Nitrophenyl-β-D-Galaktopyranosid) wie folgt bestimmt: 10 µL der 
Enzymlösung wurden mit 90 µL einer 4 mM pNPG-Lösung in 50 mM Citrat-Phosphat-
Puffer, pH 6 versetzt. Der Ansatz wurde bei 37 °C inkubiert und die Reaktion sukkzessive 
durch Zugabe von 200 µL 0,2 M Na2CO3 abgestoppt. Das freigesetzte p-Nitrophenol wurde 
bei einer Wellenlänge von 405 nm photometrisch bestimmt. Die Quantifizierung des 
freigesetzten p-Nitrophenol, wurde durch eine Kalibriergerade (siehe Anhang  7.4) ermöglicht. 
Um die Kalibriergerade zu erstellen wurden definierte Mengen p-Nitrophenol in einem 
Lösungsmittel gelöst, welches zu einem Teil aus 50 mM Citrat-Phosphat-Puffer, pH 6 und zu 
zwei Teilen aus 0,2 M Na2CO3 bestand, da diese Zusammensetzung dem Reaktionsansatz 
entsprach. Je 300 µL wurden in die Mikrotiterplattenkavitäten gegeben und die Extinktion bei 
405 nm im Spektrophotometer (Synergy 2, BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland) 
bestimmt. 
 
3.3.2 Proteinbestimmung nach Bradford 
 
Die Proteingehaltsbestimmung nach Bradford [Bradford 1976] beruht auf einem 
Farbumschlag des Bradfordreagenzes durch die Bindung an Proteine. Bei der Bindung des 
Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 an positiv geladene Aminosäuren (Histidin, 
Arginin, Lysin), wird der Farbstoff von seiner kationischen in seine anionische Form 
überführt und das Absorptionsmaximum verschiebt sich von 465 nm zu 595 nm. Diese 
Verschiebung ist als Farbumschlag vom Rötlichen ins Bläuliche zu erkennen und kann 
photometrisch quantifiziert werden. Über eine Rinderserumalbumin (BSA)-Kalibriergerade 
kann der Proteingehalt einer unbekannten Lösung bestimmt werden.  
 
Für die Proteinbestimmungen wurden geeignete Verdünnungen (Proteingehalt bis 100 μg/mL) 
der Proteinlösungen in Puffer hergestellt. 25 μL Probe wurden in der Mikrotiterplatte mit 100 
μL des verdünnten Bradfordreagenzes ( 7.2.4) versetzt und für 5 Minuten bei Raumtemperatur 
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inkubiert. Die Absorptionsmessung bei 595 nm erfolgte im Spektrophotometer (Synergy 2, 
BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland) gegen eine Negativprobe ohne Protein. Zur 
schnellen Bestimmung proteinhaltiger Fraktionen der IMAC ( 3.7.5) wurden diese durch einen 
nicht-quantitativen, visuellen Bradfordschnelltest untersucht. Dazu wurden in der 
Mikrotiterplatte 25 µL der Elutionsfraktion mit 100 μL des verdünnten Bradfordreagenzes 
versetzt und für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anhand der Blaufärbung wurden 
Protein enthaltende Fraktionen erkannt und vereinigt. 
 
3.3.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
 
Zur Analyse von kommerziellen Enzympräparaten, Zellaufschlüssen, Kulturüberständen und 
Proben aus Proteinaufreinigungen, wurde eine diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelektrophorese (SDS-PAGE) mit Trenn- und Sammelgel durchgeführt  
[Laemmli 1970]. 26 µL Probe mit einem Gesamtproteingehalt von 30 µg wurden mit 4 µL 
einer 0,5 M DTT-Lösung (Dithiothreitol), sowie 10 µL LSD-Probenpuffer (NuPage LDS-
sample-buffer, Invitrogen, Karlsruhe) versetzt und 5 Minuten bei 95 °C inkubiert. Als 
Trenngel wurde ein 8 %iges Polyacrylamidgel nach folgendem Schema hergestellt. 
 
Tabelle 5: Herstellung des Trenngels 
LÖSUNG 8 %iges TRENNGEL 
30 % Acrylamidlösung 6,7 mL 
Trenngelpuffer ( 7.2.4) 7,5 mL 
10 % SDS-Lösung 200 µL 
Millipore-H2O 5,2 mL 
TEMED 5,0 µL 
APS 500 µL 
 
Die APS-und TEMED Lösungen wurden zuletzt hinzugegeben (Polymerisationsstarter), alles 
gut vermischt und das Gel zügig in eine 1,5 mm Gelkassette (Invitrogen, Karlsruhe) gegeben. 
Das noch flüssige Gel wurde mit Isopropanol überschichtet, um eine glattte Oberfläche zu 
gewährleisten. Das Gel polymerisierte ca. 45 Minuten bei Raumtemperatur. Nach dem 
Aushärten des Trenngels, wurde das Isopropanol entfernt und das Sammelgel hergestellt: 
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Tabelle 6: Herstellung des Sammelgels 
LÖSUNG 4 %iges SAMMELGEL 
30 % Acrylamidlösung 1,7 mL 
Trenngelpuffer 4,2 mL 
10 % SDS-Lösung 125 µL 
Millipore-H2O 4,9 mL 
TEMED 5,0 µL 
APS 1   mL 
 
Das Sammelgel wurde in der Gelkassette über das Trenngel geschichtet und der Kamm 
eingesetzt. Das Sammelgel härtete nach 45 Minuten mit dem Kamm aus und war danach 
einsatzbereit. Vor Beginn der Elektrophorese wurden die Probenkämme entfernt und die 
Taschen mit Millipore-Wasser ausgespült. Anschließend wurde das Gel in die Kammer 
(XCell SureLockTM Mini-Cell) eingesetzt, die Pufferkammer mit 1x SDS-Laufpuffer ( 7.2.4) 
gefüllt, die vorbereiteten Proben aufgetragen und die Elektrophorese bei konstanten 200 V für 
60-90 Minuten durchgeführt. Es wurden 5 µL eines Proteingrößenstandards mitgeführt (Page 
Ruler Pestained Protein Ladder, Fermentas, St. Leon-Rot). 
 
Nach Abschluss der SDS-PAGE erfolgte eine Coomassie-Färbung des Gels [Wilson 1983]. 
Das Gel wurde zunächst drei Mal mit 100 mL Millipore-Wasser gewaschen und danach 30 
Minuten in der Coomassie-Färbelösung ( 7.2.4) gefärbt bis das Gel tiefblau war. Danach 
wurde das Gel 30 Minuten in Entfärbelösung ( 7.2.4) und anschließend über Nacht in 
Millipore-Wasser entfärbt. Die Dokumentation erfolgte über ein „VersaDoc MP 4000“ Gerät 
und zugehöriger Software (QantityOne, Biorad, München). 
 
Von einem ungefärbten SDS-Gel wurden die durch angelagertes SDS negativ geladenen 
Proteine elektrophoretisch auf eine hydrophobe Polyvinyldifluorid (PVDF) Membran 
(Immobilon P, Millipore, Schwalbach) übertragen [Gultekin et al. 1988]. Die PVDF 
Membran wurde zunächst 30 Sekunden in reinem Methanol und anschließend mindestens 
fünf Minuten in Transferpuffer ( 7.2.4) equilibriert. In einer Blot-kammer (XCell IITM Blot 
Modul, Invitogen, Karlsruhe) wurden, von der Kathodenseite beginnend, zwei Schwämme 
und ein in Transferpuffer getränktes Filterpapier (Blotting Saugpapier Sorte 707, 7 x 8 cm, 
Stärke 2,6 mm, VWR, Darmstadt), das SDS-Gel, die PVDF Membran, ein weiteres 
Filterpapier und drei Schwämme (jeweils in Transferpuffer getränkt), übereinander 
geschichtet. Der Proteintransfer auf die Membran erfolgte 1 Stunde bei konstanten 30 V. 
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Die zuvor durch SDS-PAGE und Blot aufgetrennten und auf eine Membran transferierten 
Antigene lassen sich mit Antikörpern im Immunoblot nachweisen [Burnette 1981; Ogata et al. 
1983]. Rekombinante Proteine mit einer Hexa-Histidin-Markierung wurden durch einen 
Meerettich-Peroxidase-gekoppelten Anti-Hexa-Histidin-Antikörper gebunden und über eine 
Farbreaktion der Peroxidase nachgewiesen. Zur Immunodetektion wurde eine von Millipore 
empfohlene, schnelle Methode ohne Blockieren durchgeführt 
(http://www.millipore.com/immobilon). Hierbei wurde die PVDF Membran nach erfolgtem 
Proteintransfer 10 Sekunden in reines MeOH gegeben, welches unter dem Abzug abgedampft 
wurde. Anschließend wurde die Membran 5-10 Minuten bei 60 °C im Trockenschrank 
getrocknet. Die Membran wurde unter Schütteln 1 h in 10 mL TBS ( 7.2.4) mit 0,05 % Tween-
20, 1 % BSA und 20 µL des Peroxidase-gekoppelten Anti-His6-Antikörpers (Roche, 
Penzberg) inkubiert. Durch dreimaliges, fünf minütiges Waschen mit TBS-Tween ( 7.2.4), 
wurden unspezifisch gebundene Antikörper entfernt. Zum Nachweis rekombinanter Proteine, 
wurde die Membran mit Diaminobenzidin-Substrat (DAB-Substrat, Roche, Penzberg) bis zum 
Erreichen einer Farbentwicklung inkubiert. Die Reaktion wurde durch eine Überführung der 
Membran in Millipore-Wasser gestoppt. Die Dokumentation erfolgte über ein „VersaDoc MP 
4000“ Gerät und zugehöriger Software (QantityOne, Biorad, München).  
 
3.4 Mikrobiologische Methoden 
 
3.4.1 Kultivierung und Stammhaltung von E. coli und B. circulans 
 
Die Kultivierung der verschiedenen Stämme erfolgte auf LB-AMP-Agar ( 7.2.1) mit einer 
Endkonzentration von 100 µg/mL Ampicillin über Nacht bei 37 °C. Zur Selektion positiver 
Klone wurden 5 mL LB-AMP-Flüssigkulturen mit Einzelkolonien beimpft und über Nacht bei 
37 °C unter Schütteln bei 120 rpm in 20 mL Reaktionsröhrchen mit Wattestopfen inkubiert. 
Zur Expression rekombinanter Proteine wurden 25 mL LB-Amp-Flüssigkulturen mit 50 µL 
Kryokultur beimpft und über Nacht bei 37 °C unter Schütteln (120 rpm) in 100 mL 
Erlenmeyerkolben mit Schikane inkubiert. Diese Vorkultur wurde in 1 L TB-AMP-
Flüssigkultur ( 7.2.1) überführt und unter Schütteln (80 rpm) bei 37 °C im 5 L 
Erlenmeyerkolben mit Schikane inkubiert, bis eine OD zwischen 0,6 – 0,8 erreicht war. 
Danach wurde mit 1 mL einer 100 mM IPTG-Lösung induziert und die Kultur über Nacht 
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unter Schütteln bei 25 °C inkubiert. Zur Gewinnung des Zellmaterials, wurde die 
Zellsuspension bei 7000 rpm und 4 °C für 30 Minuten in einem SLC-6000 Rotor 
zentrifugiert.  
 
Die Kultivierung von Bacillus circulans ATCC-31382 erfolgte durch Rehydrierung der 
gefriergetrockneten Kultur in 5 mL LB-Medium. Jeweils 100 µL wurden auf LB-Agar-Platten 
( 7.2.1) aufgebracht und bei 30 °C über Nacht inkubiert. 25 mL LB-Flüssigkulturen wurden 
ebenfalls mit jeweils 100 µL beimpft und bis zu 48 h bei 30 °C inkubiert. Die LB-
Flüssigkulturen dienten zur Herstellung von Kryokulturen und zur Gewinnung genomischer 
DNA ( 3.5.1). 
 
Die dauerhafte Lagerung von Bacillus circulans und den verschiedenen E. coli-Stämmen ( 7.3) 
wurde durch die Herstellung glycerinhaltiger Kryokulturen ermöglicht. Es wurden 750 µL 
Übernachtkultur mit 750 µL sterilem Glycerin in 2 mL Kryoröhrchen versetzt und bei -80 °C 
gelagert.  
 
3.4.2 Zellaufschluss von E. coli 
 
Der Zellaufschluss von E.coli erfolgte durch Ultraschall mit einer MS72-Sonotrode (Bandelin 
Sonoplus). 5 g Zellmaterial (Frischgewicht) wurden mit 10 mL IMAC-Lysispuffer ( 7.2.3) und 
5 µL Benzonase/Nuklease (Novagen, Darmstadt) versetzt und im Vortexer homogenisiert. 
Der Aufschluss erfolgte für 3x30 Sekunden auf Eis mit einer Pause von jeweils 1 Minute 
zwischen den Ultraschallbehandlungen bei einer Amplitude von 52 % unter Pulsierschaltung. 
Anschließend wurden Zellbruchstücke durch Zentrifugation (SS34-Rotor, 15.000 rpm, 4 °C, 
30 Minuten) abgetrennt. Der Überstand wurde durch einen 0,45 µm Cellulosefilter gereinigt, 
um den Rohextrakt zu gewinnen. 
 
3.5 Molekularbiologische Methoden 
 
3.5.1 Isolierung und Konzentrationsbestimmung von DNA 
 
Zur Isolierung genomischer DNA aus Bacillus circulans wurde das PrestoSpin D Universal-
Kit (Molzym GmbH & Co.KG, Bremen) verwendet. Das im DNA-Reinigungshandbuch des 
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Herstellers angegebene Protokoll zur DNA Isolierung aus Bakterien wurde befolgt. Der 
DNA-Gehalt wurde spektralphotometrisch bestimmt. Dazu wurden Proben genomischer DNA 
aus Bacillus circulans 1:20 verdünnt und in UV-Star 96 well Mikrotiterplatten (Greiner Bio-
One GmbH, Frickenhausen) gegeben. Die Messung erfolgte bei 260 und 280 nm im 
Spektrophotometer (SPECTRAmax Plus und SOFTmax Pro 4.0 Software, Molecular 
Devices, Ismaning) gegen Wasser. Die Konzentration doppelsträngiger DNA errechnete sich 
nach folgender Formel: 
c [µg/mL] = OD260 × V × F 
c = Konzentration der Ausgangslösung 
V= Verdünnungsfaktor 
F= Multiplikationsfaktor (50 für dsDNA) 
 
Aus dem Verhältnis der OD260 und der OD280 kann eine Aussage über die 
Proteinkontamination der Probe getroffen werden. Gereinigte DNA-Lösungen sollten ein 
Verhältnis OD260/ OD280 zwischen 1,8-2,2 aufweisen. 
 
3.5.2 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
DNA wird mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR = polymerase chain reaction), einer 
Mitte der 80iger Jahre entwickelten automatisierten Methode zur in vitro Amplifikation 
definierter DNA-Fragmente, vervielfältigt. Die PCR-Methode wird seit ihrer Entwicklung 
ständig weiter entwickelt [Saiki et al. 1985]. Die Reaktion setzt sich prinzipiell aus drei 
Schritten zusammen: Denaturierung, Annealing und Elongation. Die Denaturierung findet bei 
94 °C statt. Dabei trennen sich die Stränge doppelsträngiger DNA auf, die die zu vermehrende 
Sequenz enthalten (Template-DNA). Im Annealing-Schritt wird die Temperatur auf 55 °C 
abgesenkt um eine Anlagerung von spezifischen einzelsträngigen 5`-3`und 3`-5` 
Oligonukleotiden (Primern) an die Template-DNA zu ermöglichen. Die Primer definieren 
durch Flankierung den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt. Eine Erhöhung der Temperatur 
auf 72 °C, auf das Temperatur-Optimum der thermostabilen DNA-Polymerase, führt zu einer 
Verlängerung der Primer unter Verwendung von 2`-Desoxyribonukleosid-5`triphosphaten 
(dNTPs). Dadurch entsteht doppelsträngige DNA, die durch erneute Hitzedenaturierung in 
Einzelstränge aufgespalten wird und wiederum als Template-DNA dient. Die zyklische 
Wiederholung von Denaturierung, Annealing und Elongation führt zu einer exponentiellen 
Amplifikation des eingesetzten DNA-Templates. 
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PCR-Reaktionen wurden durch die KOD Hot Start DNA-Polymerase (Novagen/Merck, 
Darmstadt) katalysiert. Die KOD Hot Start DNA-Polymerase ist eine rekombinante Form von 
Thermococcus-kodakaraensis-KOD1-DNA-polymerase [Nishioka et al. 2001]. KOD ist eine 
thermostabile Polymerase, deren  3´ 5´Exonuklease-abhängige Korrekturaktivität zu einer 
niedrigeren PCR-Mutationsfrequenz führt. Zur Amplifikation der Gene wurde das KOD Hot 
Start DNA-Polymerase- Kit der Firma Novagen (Novagen/Merck, Darmstadt) verwendet und 
die Reaktion nach folgendem Schema durchgeführt: 
 
Tabelle 7: Pipettierschema für PCR-Ansätze 
REAGENZ STAMM-
KONZENTRATION 
VOLUMEN   
[µL] 
END-
KONZENTRATION 
Template-DNA 50-750 ng 1 1-15 ng 
dNTP-Mix 2 mM 5 0,2 mM 
Polymerase Puffer 10-fach/o.A. 5 1-fach/o.A. 
MgSO4 25 mM 4 2 mM 
Fw-Primer 10 µM 3 0,6 µM 
Rw-Primer 10 µM 3 0,6 µM 
DMSO - 1 - 
KOD Hot Start DNA-
Polymerase 
1 U/µL 0,5 10 mU/µL 
H2O (ad 50 µL)  27,5  
Gesamtvolumen  50  
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Für die Amplifikation der Gene wurde der Thermocycler (Master Cycler Gradient, Eppendorf, 
Hamburg) mit folgendem Programm verwendet:  
Tabelle 8: Programm-Parameter für die PCR  
PCR-SCHRITT INKUBATIONSZEIT TEMPERATUR 
Initiale Denaturierung 2 Minuten 95 °C 
Denaturierung 1 Minute 94 °C 
Annealing 30 Sekunden 55 °C 
Elongation 55 Sekunden 72 °C 
Wiederholung: 35 Zyklen, anschließend Kühlung bei 4 °C 
 
Eine anschließende Analyse der PCR-Produkte erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese. 
 
3.5.3 Agarose-Gelelektrophorese 
 
Die Agarose-Gelektrophorese ist eine Methode um unterschiedlich lange DNA-Stränge 
voneinander zu trennen und ihre Größe zu bestimmen. In der vorliegenden Arbeit wurde die 
horizontale Agarose-Gelektrophorese zur präparativen und analytischen Auftrennung von 
DNA verwendet [Sambrook J. 1989]. Es wurden 1 %ige Agarosegele in 1xTAE-Puffer ( 7.2.3) 
hergestellt und in 8- bzw. 20-Slot-Kammern (BioRad, München) eingesetzt. Als 
Größenstandard diente der1 kb Gene Ruler DNA Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot) und als 
Probenpuffer wurde 6x DNA loading dye (Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. Proben und 
Größenstandard wurden nach folgendem Pipettierschema vorbereitet: 
 
Tabelle 9: Vorbereitung der Proben für die Agarose-Gelelektrophorese 
 GRÖßENSTANDARD PROBE 
1 kb Gene Ruler DNA Ladder 3 µL - 
Probe - 20 µL 
6x DNA loading dye 4 µL 4 µL 
H2O 7 µL - 
Gesamtvolumen 14 µL 24 µL 
 
Die Auftrennung der Proben erfolgte bei 120 Volt / 400 mA für 40 Minuten. Anschließend 
fand eine Färbung für 30 Minuten in gebrauchsfertiger GelRed-Lösung (VWR, Darmstadt) 
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nach Angaben des Herstellers statt. Die Dokumentation wurde unter UV-Licht mit Hilfe des 
GelDoc-Systems (BioRad, München) durchgeführt. 
 
3.5.4 Reinigung von DNA 
 
Die Aufreinigung von DNA aus Agarose-Gelen, Restriktionen und PCR-Ansätzten erfolgte 
mittels Nucleo Spin Extract II Kit (Macherey und Nagel, Düren). Das eingesetzte Kit-System 
basiert auf der Bindung von Nukleinsäuren an eine Silika-Membran in Anwesenheit 
chaotroper Salze. Die Probe wurde dazu in den geeigneten Puffer aufgenommen. Proben aus 
Agarose-Gelen mussten zusätzlich bei 55-65 °C erhitzt werden, bis das Gel geschmolzen war. 
Nukleinsäuren binden an die Silika-Membran der Säulchen, während verunreinigende 
Substanzen die Säule bei der Zentrifugation passieren und verworfen wurden. Salze wurden 
durch einen zusätzlichen Waschschritt mit ethanolhaltigem Puffer entfernt. Bei leicht 
basischem pH-Wert wurde die DNA eluiert. Für die unterschiedlichen Applikationen wurden 
jeweils die spezifischen Reinigungsprotokolle des Herstellers verwendet. 
 
3.5.5 Restriktion, Dephosphorylierung und Ligation 
 
Die hier durchgeführte in vitro Restriktion mit Typ-II Restriktionsendonukleasen von PCR-
Produkten und Vektoren ist eine Vorraussetzung für die Ligation. Die verwendeten 
Restriktionsenzyme (Fermentas, St. Leon-Rot) erkennen spezifisch Palindrom-Sequenzen von 
4-8 Basenpaaren. Für die Spaltung wurden in der vorliegenden Arbeit ausschließlich Enzyme 
verwendet, die überhängende Enden produzieren. Für die Restriktion wurden jeweils die vom 
Hersteller für die Enzyme angegebenen optimalen Bedingungen bezüglich der Tempertur, der 
Pufferkonzentrationen und der Inaktivierung gewählt. 
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Exemplarisch ist ein Restriktionsverdau für das bgaC-Gen mit 5`-BamHI und 3`-PstI 
Schnittstelle beschrieben: 
 
Tabelle 10: Restriktionsverdau für das bgaC-Gen mit 5`-BamHI und 3`-PstI Schnittstelle 
REAGENZ VOLUMEN   [µL] 
PstI 2 
BamHI 2 
PCR-Produkt 
(bgaC-Gen, 5`-BamHI, 3`-PstI ) 
20 
10x Tango-Puffer 6 
Gesamtvolumen 30 
37 °C, 3 Stunden 
 
Nach dem Restriktionsverdau von PCR-Produkten und Vektoren fand eine Aufreinigung mit 
Hilfe des NukleoSpin®Extrakt II – Kits (Macherey-Nagel, Düren) statt ( 3.5.4). 
 
Um eine Religation von restringierten und gereinigten Vektoren zu vermeiden, wurde eine 
Dephosphorylierung am Vektor durchgeführt. Dazu wurde alkalische Phosphatase (Fast AP, 
Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. Exemplarisch ist nachfolgend ein 
Dephosphorylierungsansatz für den mit BamHI und PstI restringierten pET-Duet-1 Vektor 
dargestellt:  
 
Tabelle 11: Dephosphorylierung des mit BamHI und PstI restringierten pET-Duet-1 Vektors 
REAGENZ VOLUMEN   [µL] 
pET-Duet-1 Vektor (restringiert, gereinigt) 5 
Alkalische Phosphatase (Fast AP) 1 
Fast AP-Puffer (Fermentas) 1 
H2O 3 
Gesamtvolumen 10 
37 °C, 1 Stunde; Inaktivierung für 5 Minuten bei 75 °C 
 
Die Ligation ist ein Verfahren zur in vitro Verknüpfung von DNA-Fragmenten. In der 
vorliegenden Arbeit wurde dazu die T4 Ligase (Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. In der 
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Regel werden Vektor und Fragment-DNA-Moleküle in einem Verhältnis von 1:3 eingesetzt. 
Exemplarisch ist nachfolgend ein Ligationsansatz für den mit BamHI und PstI restringierten 
und dephosphrylierten pET-Duet-1 Vektor mit dem ebenso restringierten PCR-Produkt des 
bgaC-Gens dargestellt:  
 
Tabelle 12: Exemplarischer Ligationsansatz 
REAGENZ VOLUMEN   [µL] 
pET-Duet-1 Vektor (restringiert, dephosphoryliert) 1 
PCR-Produkt (bgaC-Gen, restringiert) 3 
T4 Ligase (Fermentas, St. Leon-Rot) 1 
T4 Ligase-Puffer (Fermentas, St. Leon-Rot) 1 
H2O 4 
Gesamtvolumen 10 
1 Stunde bei 22 °C oder über Nacht bei 4 °C; Inaktivierung 10 Minuten bei 65 °C 
 
3.5.6 Induktion von Kompetenz bei E. coli 
 
Die Herstellung kompetenter Zellen ist eine Voraussetzung, um die durch die Ligation 
erzeugten Vektoren in E. coli (JM109) einzuschleusen. In der vorliegenden Arbeit wurde dazu 
die Rubidiumchlorid-Methode verwendet, die eine Variante der klassischen Calciumchlorid-
Methode ist, jedoch eine etwas höhere Kompetenz liefert. Nachfolgend ist die 
Standardprozedur in Einzelschritten angegeben. Die benötigten Lösungen sind im Anhang zu 
finden ( 7.2.4). 
 
Standardprozedur der Rubidiumchlorid-Methode: 
 1 mL Übernachtkultur von E.coli (JM109) mit 1 mL 1 M MgCl2 und 1 mL 1 M 
MgSO4-Lösung in 100 mL LB-Medium geben. 
 Bei 37 °C und 160 rpm zu einer OD600 zwischen 0,5-0,7 anwachsen lassen. 
 In zwei 50 mL Falcon-tubes zentrifugieren (Zellen bei allen Schritten auf Eis 
aufbewahren und nicht zu stark vortexen). 
 Jedes Zellpellet in 25 mL TMF-Lösung resuspendieren. 
 Für 1 Stunde auf Eis aufbewahren. 
 10 Minuten bei 4 °C und 5000 rpm zentrifugieren 
  Material & Methoden 
 43
 Jedes Zellpellet in 2 mL TMF-Lösung resuspendieren. 
 0,6 mL 80 %iges Glyzerin hinzufügen und in 100 µL Aliquots bei -80 °C lagern. 
 
3.5.7 Transformation von E. coli 
 
Die Transformation ist in der vorliegenden Arbeit, eine durch Hitzeschock vermittelte 
Aufnahme von Plasmid-DNA in kompetente Bakterienzellen. Zur Transformation wurden 
bereits kompetente E. coli Zellen (NovaBlue SinglesTM, Novagen, Darmstadt, sowie E. coli 
JM109 (DE3) Zellen), deren Kompetenz zuvor durch die Rubidiumchlorid-Methode induziert 
wurde, verwendet. Die Transformation erfolgte nach einem vom Hersteller angegebenen 
Protokoll (Competent cells, Manual, Novagen, Darmstadt): 
 Auftauen der Reaktionsgefäße mit kompetenten Zellen auf Eis 
 Hinzufügen von 1 µL Ligationsansatz und vorsichtiges Mischen 
 Inkubation für 5 Minuten auf Eis 
 Hitzeschock für exakt 30 Sekunden bei 42 °C im Wasserbad  
 Inkubation für 2 Minuten auf Eis 
 Regeneration des Transformationsansatzes in 250 µL LB-Medium für 60 Minuten bei 
120 rpm und 37 °C im Schüttler (Infors HT, Einsbach) 
 Ausplattieren des Ansatzes auf LB-AMP-Platten 
 Inkubation der Platten bei 37 °C über Nacht  
Einzelne Klone konnten gepickt und in LB-Amp-Flüssigkultur über Nacht herangezogen 
werden. 
 
3.5.8 Plasmidpräparation 
 
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus erfolgreich transformierten E. coli NovaBlue-Zellen 
erfolgte mittels des PEQGOLD Plasmid Miniprep Kits I (PEQLAB Biotechnologie GmbH, 
Erlangen). Dazu wurde Zellmaterial einer Übernachtkultur des transformierten NovaBlue 
Stammes durch Zentrifugation gewonnen und entsprechend des Protokolls des Herstellers 
(PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen) behandelt. Das System basiert auf einer 
modifizierten alkalischen Lyse der Bakterien und Bindung der Plasmid-DNA an die Silika-
Membran der mitgelieferten Zentrifugationssäulchen. Die Elution erfolgte mit TE-Puffer oder 
sterilem Wasser. Die so gewonnene Plasmid-DNA wurde bei -20 °C gelagert. 
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3.6 Kommerzielle β-Galaktosidasen  
 
3.6.1 Biochemische Charakterisierung von BIOLACTASA-NTL-CONC 
 
Die kommerzielle β-Galaktosidase-Präparation aus Bacillus circulans (BIOLACTASA-NTL-
CONC, Biocon, Barcelona, Spanien) enthält neben den β-Galaktosidase-Isoformen, die in der 
Literatur beschrieben sind und ein verhältnismäßig hohes Molekulargewicht besitzen, eine 
große Anzahl kleinerer unspezifischer Proteine, die durch Größenausschluss-
Chromatographie abgetrennt werden können [Vetere et al. 1998]. Die Größenausschluss-
Chromatographie wurde an einer Sephadex G-200 Säule (400 mL Gelbettvolumen, XK 
26\100, GE-Healthcare, München, Deutschland) durchgeführt. Die Enzymlösung (32,5 
mg/mL) wurde 1:2 in Elutionspuffer (Citrat-Phosphat-Puffer, pH 6,0) verdünnt und 2 mL auf 
die Sephadex G-200 Säule aufgetragen. Es wurden Fraktionen zu je 3 mL gewonnen, die 
durch Online-Messung bei 280 nm auf ihren Proteingehalt und offline auf ihre Aktivität 
getestet wurden. Aktive Fraktionen wurden zusammengefasst durch SDS-PAGE untersucht. 
Die SDS-PAGE wurde, wie in  3.3.3 beschrieben, durchgeführt. Es wurden jeweils 35 µL 
einer 30 µg/mL konzentrierten Proteinlösung in einer Spur des Gels aufgetragen und 
anschließend eine Coomassie-Färbung durchgeführt. Hierbei wurde die Zusammensetzung 
zweier kommerzieller β-Galaktosidase-Präparationen aus Bacillus circulans (BIOLACTASA-
NTL-CONC und Biolacta N5TM ) verglichen. Die Aktivität nach einer Inkubation im 
Heizblock, oder unter Mikrowelleneinstrahlung, wurde durch einen Aktivitätstest der Aliquots 
wie in   3.3.1 beschrieben bestimmt. Bei der Angabe einer relativen Aktiviät beziehen sich 
100 % relative Aktivität auf die Enzymlösung, die keiner Temperatur-Inkubation ausgesetzt 
wurde. 
3.6.2 Synthese von Nukleotidoligosacchariden mit BIOLACTASA-NTL-
CONC 
 
Für die Transglykosylierungsreaktion wurden Standardkonzentrationen von 500 mM Laktose 
als Donor-Substrat und 100 mM UDP-Glc(NAc) als Akzeptorsubstrat in 50 mM Citrat- 
Na2HPO4-Puffer, pH 4,5 gelöst und mit einer Endkonzentration von 680 U/mL der β-
Galaktosidase aus Bacillus circulans (BIOLACTASA NTL CONC, Biocon, Barcelona, 
Spanien) bei gegebener Synthesetemperatur inkubiert (Abweichungen ggf. beachten). Das 
Reaktionsvolumen betrug 600 µL im analytischen und 2400 µL im semi-präparativen 
Maßstab. Um eine Zeit-Umsatz-Kurve aufzunehmen, wurden sukzessive Aliquots entnommen 
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und bei 95 °C für 5 Minuten inkubiert, um das Enzym zu denaturieren. Nach Zentrifugation 
bei 13.000 upm für 5 Minuten wurde der verdünnte Überstand (1:100 in Synthesepuffer) auf 
dessen Gehalt an Nukleotidoligosaccharide mittels Kapillarelektrophorese analysiert ( 3.2.1). 
Transglykosylierungsexperimente ohne Mikrowelleneinstrahlung wurden in einem Heizblock 
bei der gewählten Synthesetemperatur (30 °C oder 10 °C) durchgeführt. Bei Versuchen unter 
Mikrowelleneinstrahlung wurde der beschriebene Mikrowellenreaktor (Discover® 
CoolMateTM, CEM, Kamp-Lintfort) mit Kyrostat ( 3.1.1), der bei einer 
Standardkühltemperatur von -30 °C betrieben wurde eingesetzt, wodurch sich eine mittlere 
Einstrahlungsintensität von 20 Watt für eine Synthesetemperatur von 30 °C für den 
Standardreaktionsansatz ergab. Der Syntheseansatz wurde auf die gewünschte 
Synthesetemperatur vortemperiert, bevor das Enzym zugegeben wurde. Die 
Synthesetemperatur und die Intensität der Mikrowelleneinstrahlung wurden kontinuierlich 
über die Versuchsdauer gemessen. 
3.6.3 Synthese von Nukleotidoligosacchariden mit Biolacta N5TM 
 
Unter hohen Substratkonzentrationen ist eine synthetische Reaktion (Transglykosylierung) 
mit Glykosidasen möglich. Für die Transglykosylierung wurden 500 mM Laktose als Donor-
Substrat und 100 mM UDP-Glukose als Akzeptorsubstrat in 50 mM Citrat-Phosphat-Puffer, 
pH 4,5 gelöst und mit einer Endkonzentration von 90 U/mL der β-Galaktosidase aus Bacillus 
circulans (Biolacta N5TM, Daiwa Kasei, K.K., Osaka, Japan) bei gegebener 
Synthesetemperatur inkubiert. Im Vorfeld wurde dazu der im Methodenteil beschriebene 
Aktivitätstest mit einer 150 mg/mL konzentrierten Enzymlösung (Biolacta N5TM, Daiwa 
Kasei KK, Osaka, Japan) durchgeführt. Um eine Zeit-Umsatz-Kurve aufzunehmen, wurden 
sukzessive Aliquots entnommen und bei 95 °C für 5 Minuten inkubiert, um das Enzym zu 
denaturieren. Nach Zentrifugation bei 13.000 upm für 5 Minuten, wurde der verdünnte 
Überstand (1:100 in Synthesepuffer) auf dessen Gehalt an Nukleotidoligosacchariden mittels 
Kapillarelektrophorese analysiert. Transglykosylierungsexperimente ohne Mikrowellen-
einstrahlung wurden in einem Heizblock bei der gewählten Synthesetemperatur durchgeführt. 
Bei Versuchen unter Mikrowelleneinstrahlung wurde der beschriebene Mikrowellenreaktor 
(Discover® CoolMateTM, CEM, Kamp-Lintfort) ohne Kryostat eingesetzt und zur Kühlung 
Trockeneis verwendet. Der Syntheseansatz wurde auf die gewünschte Synthesetemperatur 
vortemperiert. Kurz vor der Zugabe der Enzymlösung wurde die Einstrahlungsintensität auf 
einen Maximalwert (80 Watt bei 30 °C und 75 Watt bei 10 °C Synthesetemperatur) begrenzt, 
um einen sprunghaften Anstieg der Temperatur zu vermeiden. Die Synthesetemperatur und 
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die Intensität der Mikrowelleneinstrahlung wurden kontinuierlich über die Versuchsdauer 
gemessen. 
 
3.6.4 Galakto-Oligosaccharid-Synthese mit BIOLACTASA-NTL-CONC 
 
Für die Transglykosylierungsreaktionen wurden Laktosekonzentrationen von 300 bis 500 mM 
in 50 mM Citrat- Na2HPO4-Puffer, pH 4,5 gelöst und mit einer Endkonzentration von 680 
U/mL der β-Galaktosidase aus Bacillus circulans (BIOLACTASA NTL CONC, Biocon, 
Barcelona, Spanien) bei einer Synthesetemperatur von 30 °C inkubiert. Um eine Zeit-Umsatz-
Kurve aufzunehmen, wurden sukzessive Aliquots entnommen und bei 95 °C für 5 Minuten 
inkubiert, um das Enzym zu denaturieren. Nach Zentrifugation bei 13.000 upm für 5 Minuten 
wurde der verdünnte Überstand auf dessen Gehalt an GAOS und freigesetzten 
Monosacchariden mittels HPAEC-PAD analysiert ( 3.2.2). Transglykosylierungsexperimente 
ohne Mikrowelleneinstrahlung wurden in einem Heizblock bei der gewählten 
Synthesetemperatur (30 °C) durchgeführt. Bei Versuchen unter Mikrowelleneinstrahlung 
wurde der beschriebene Mikrowellenreaktor (Discover® CoolMateTM, CEM, Kamp-Lintfort) 
mit Kyrostat, der bei einer Standardkühltemperatur von -30 °C betrieben wurde eingesetzt, 
wodurch sich eine mittlere Einstrahlungsintensität von ~17 Watt für die Synthesetemperatur 
von 30 °C ergab. Der Syntheseansatz wurde auf die gewünschte Synthesetemperatur 
vortemperiert, bevor das Enzym zugegeben wurde. Die Synthesetemperatur und die Intensität 
der Mikrowelleneinstrahlung wurden kontinuierlich über die Versuchsdauer gemessen. 
 
3.6.5 Spezifität der β-Galaktosidase BIOLACTASA-NTL-CONC  
 
Die Disaccharide (5 mM) Gal(β1-3)GlcNAc, Gal(β1-4)GlcNAc und Gal(β1-6)GlcNAc 
wurden auf ihre Hydrolysierbarkeit durch 6,8 U/mL der β-Galaktosidase aus Bacillus 
circulans (BIOLACTASA NTL CONC, Biocon, Barcelona, Spanien) in 50 mM Citrat- 
Na2HPO4-Puffer pH 4.5 bei 30 °C getestet. Aliquots der Reaktion wurden 5 Minuten bei 
95 °C denaturiert. Der prozentuale Anteil der Disaccharidhydrolyse wurde aus der Peak-
Fläche der Edukte und Produkte aus der HPAEC-PAD-Analyse berechnet. 
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3.6.6 Isolierung der Nukleotidzucker-enthaltenden Fraktion und CE-MS 
 
Die Produktisolierung aus semi-präparativen Transglykosylierungsansätzen wurde, wie 
bereits zuvor beschrieben [Nieder 2001; Nieder et al. 2003; Nieder et al. 2004], durchgeführt: 
Das Enzym wurde vom Reaktionsansatz durch Hitzedenaturierung (5 Minuten, 95 °C) und 
anschließender Zentrifugation abgetrennt. Die nukleotid-aktivierten Zucker im Überstand, 
wurden von den neutralen Zuckern und Puffersalzen durch Anionenaustausch- 
Chromatographie an einer Dowex 1x2, 100-200, Cl--Form (DOW Water Solutions, Dow 
Europe, Edegem, Belgien) mit einem Gelbettvolumen von 450 mL in einer XK 50/60 Säule 
(GE-Healthcare, München, Deutschland) abgetrennt. 6 mL einer Nukleotidzucker-
enthaltenden Probe wurden auf die Säule gegeben und nach einem Wasch-Schritt mit Milli Q 
Wasser, Nukleotidzucker mit ansteigendem Salzgradienten bei einer Flussrate von 6 mL/min 
(0-1 M NaCl, 2L) eluiert. Fraktionen von 8 mL wurden gesammelt und diejenigen zu „Pools“ 
vereint, die durch UV-detektion bei 254 nm als Nukleotidzucker-enthaltend identifiziert 
wurden. Die „Pools“ wurden im Rotationsverdampfer auf 10 mL eingeengt. Ein gleiches 
Volumen an eiskaltem Ethanol wurde zugegeben und ausgefallenes NaCl durch 
Zentrifugation entfernt. Der Ethanol wurde im Rotationsverdampfer evaporiert. Das 
verbleibende Salz wurde durch Gelfiltration an Sephadex G10 Material (1750 mL, XK 
50/100, GE-Healthcare, München, Deutschland) entfernt: Die Probe (8 mL) wurde auf die 
Säule aufgegeben und mit Milli Q Wasser und einer Flussrate von 6 mL/min eluiert. 
Nukleotidzucker-enthaltende Fraktionen (UV-detektion bei 254 nm) wurden vereinigt, im 
Rotationsverdampfer auf 10 mL eingeengt und anschließend einer CE-MS Analyse 
unterworfen (CE-MS Messungen wurden in Kooperation mit Dr. Carolin Huhn und Dipl. 
Chem. Martin Pattky in der Zentralabteilung für analytische Chemie (ZCH) des 
Forschungszentrums Jülich durchgeführt). 
 
3.7 Rekombinante β1-3-Galaktosidase (BgaC)  
 
3.7.1 Klonierung von pET22b_His6PropBgaC (bgaC in pET-22b(+)) 
 
Das bgaC-Gen, das die β1-3-Galaktosidase aus Bacillus circulans kodiert, wurde mit dem 
Primerpaar „bgaC Nterm“ und “bgaC Cterm“ ( 3.1.5, Tabelle 4) aus isolierter, genomischer 
DNA von Bacillus circulans durch PCR ( 3.5.2) amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde über 
eine Gel-Elektorphorese ( 3.5.3) gereinigt. Das Eluat der Reinigung wurde in einer zweiten 
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PCR mit dem Primerpaar „NterBamHIBgaC“ und „Cter XhoIBgaC“ (Tabelle 4) eingesetzt. 
Das PCR-Produkt wurde ebenfalls über eine Gel-Elektorphorese gereinigt. Daran schloss sich 
eine Restriktion ( 3.5.5) mit BamH I und Xho I des gereinigten PCR-Produktes, sowie des 
modifizierten Leervektors pET22b(+) ( 3.1.5) an. Eine Ligation von gereinigtem, 
dephosphoryliertem Vektor und restringiertem Fragment erfolgte gemäß den 
Standardprotokollen. Der Ligationsansatz wurde zur Transformation ( 3.5.7) von E. coli 
NovaBlue verwendet. Bei 10 Klonen wurde eine Plasmidpräpartion ( 3.5.8) mit anschließender 
analytischer Restriktion ( 3.5.5) durchgeführt. Ein für das Plasmid mit Insert korrekter Größe 
positiver Klon wurde ausgewählt und in 25 mL Flüssigkultur ( 3.4.1) herangezogen. Zur 
Stammerhaltung wurden Kyrokulturen angelegt. Das isolierte Plasmid wurde zur 
Sequenzierung durch eine externe Firma (Sequiserve GmbH, Vaterstetten) eingesendet und 
zur Transformation in E. coli JM109, einen β-Galaktosidase defizienten E. coli Expressions-
Stamm, verwendet. 
 
Durch die beschriebene Klonierung ergibt sich das in Schema 3 dargestellte Fusionsprotein. 
 
 
 
Schema 3: Darstellung des Fusionsproteins das durch Klonierung von bgaC in modifizierten pET-
22b(+) konstruiert wurde. 
 
3.7.2 Klonierung von pETDuet_His6BgaC (bgaC in pETDuet-1) 
 
Das bgaC-Gen des Plasmids „pET22b_His6PropBgaC“ ( 3.1.5), wurde mit dem Primerpaar 
„NterBamHIBgaC für petDuet“ und „Cter PstIBgaC für pet Duet“ (siehe Tabelle 4) über PCR  
( 3.5.2) amplifiziert und anschließend gereinigt ( 3.5.4). Daran schloss sich eine Restriktion 
( 3.5.5) mit BamH I und Pst I des gereinigten PCR-Produktes, sowie des Leervektors pET-
Duet-1 an. Eine Ligation von gereinigtem, dephosphoryliertem Vektor und restringiertem 
Fragment erfolgte gemäß den Standardprotokollen. Der Ligationsansatz wurde zur 
Transformation von E. coli NovaBlue verwendet. Bei 10 Klonen wurde eine 
Plasmidpräpartion ( 3.5.8) mit anschließender analytischer Restriktion durchgeführt. Ein für 
das Plasmid mit Insert korrekter Größe positiver Klon wurde ausgewählt und in 25 mL 
Flüssigkultur ( 3.4.1) herangezogen. Zur Stammerhaltung wurden Kyrokulturen angelegt. Das 
N CHis6 Propeptid β1-3-Galaktosidase
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isolierte Plasmid wurde zur Transformation in E. coli JM109, einen β-Galaktosidase 
defizienten E. coli Expressions-Stamm, verwendet. 
 
Durch die beschriebene Klonierung ergibt sich das in Schema 4 dargestellte Fusionsprotein. 
 
 
 
Schema 4: Darstellung des Fusionsproteins, das durch Klonierung von bgaC in pET-Duet-1 
konstruiert wurde. 
 
3.7.3 Klonierung von pET45b_His6CutBgaC (bgaC in pET45b(+)) 
 
Der pET45b(+)-Leervektor ( 3.1.5) wurde einer Restriktion ( 3.5.5) mit BamH I und Pst I 
unterzogen. Es konnte das bereits restringierte und gereinigte PCR-Fragment aus der 
Klonierung von bgaC in pET-Duet-1 ( 3.7.2) für eine Ligation mit gereinigtem und 
dephosphoryliertem pET45b(+)-Vektor eingesetzt werden. Der Ligationsansatz wurde zur 
Transformation von E. coli NovaBlue verwendet ( 3.5.7). Bei 4 Klonen wurde eine 
Plasmidpräpartion ( 3.5.8) mit anschließender analytischer Restriktion durchgeführt. Ein für 
das Plasmid mit Insert korrekter Größe positiver Klon wurde ausgewählt und in 25 mL 
Flüssigkultur ( 3.4.1)  herangezogen. Zur Stammerhaltung wurden Kyrokulturen angelegt. Das 
isolierte Plasmid wurde zur Transformation in E. coli JM109, einen β-Galaktosidase 
defizienten E. coli Expressions-Stamm, verwendet. 
 
Durch die beschriebene Klonierung ergibt sich das in Schema 5 dargestellte Fusionsprotein. 
 
 
  
 
Schema 5: Darstellung des Fusionsproteins, das durch Klonierung von bgaC in pET- 
pET45b(+)konstruiert wurde. 
 
 
 
 
N CHis6 β1-3-Galaktosidase
N CHis6 Enterokinase Schnittstelle β1-3-Galaktosidase
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3.7.4 Expression rekombinanter Proteinkonstrukte 
 
Zur Expression rekombinanter Proteine wurden die beschriebenen Plasmide ( 3.1.3) in E. coli 
JM109(DE3) transformiert. Ein positiver Klon wurde im 1L-Maßstab in Flüssigkultur ( 3.4.1)  
angezogen und durch IPTG-Zugabe zur Expression der rekombinanten Proteine induziert. 
Durch einen Zellaufschluss ( 3.4.2) wurden die cytoplasmatisch expremierten Proteine 
freigesetzt und der Rohextrakt gewonnen. Aus dem Rohextrakt wurden die rekombinaten 
Proteine mit His-Tag® über eine Ni2+-NTA Säule aufgereinigt (IMAC). 
 
3.7.5 Ni2+-NTA (Immobilisierte Metallionen Affinitätschromatographie)  
 
Die Reinigung rekombinanter Proteine wird häufig durch die Fusionierung eines „Tags“ 
bekannter Größe an das Zielprotein vereinfacht. Ein solcher Tag ermöglicht die Aufreinigung 
des rekombinanten Proteins durch Affinitätschromatographie. In der vorliegenden Arbeit 
wurde der (His)6-Tag® verwendet und das Fusionsprotein durch immobilisierte Metallionen 
(Metallchelat) Affinitätschromatographie (IMAC) aufgereinigt. Es wird ein Ni2+-NTA-
Chromatographiematerial (Qiagen, Hilden) verwendet. Das Ni2+-NTA-Material (Nickel-
Nitrilotriessigsäure, N(CH2-COOH)3) weist eine besonders hohe Selektivität für sechs 
hintereinander folgende Histidinreste - (His)6-Tag®- auf, wodurch eine einstufige 
Aufreinigung ermöglicht wird. NTA besitzt vier Metall-chelatierende Gruppen, die Nickel 
besonders fest binden. An die zwei verbleibenden Koordinationsbindungsstellen werden 
zunächst Wassermoleküle gebunden, die jedoch durch die Imidazolgruppen der Histidin-
Reste verdrängt werden. Die Elution beruht auf einem Verdrängungsmechanismus durch 
Puffer mit erhöhter Imidazolkonzentration. 
 
Vor der Aufreinigung der BgaC-Konstrukte, wurden die Schläuche der ÄktaPrime-Anlage 
(GE-Healthcare, München) mit Lysispuffer ( 7.2.3) bei einer Flussrate von 10 mL/min gespült. 
Die Ni2+-NTA-Säule (XK16-Säule, GE-Healthcare, München, 5 mL Säulenvolumen) wurde 
30 Minuten mit Lysispuffer bei einer Flussrate von 3 mL/min equilibriert. Zellrohextrakte 
( 3.4.2) wurden über eine P1-Pumpe (GE Healthcare, München) mit einer Flussrate von 1 
mL/min auf die Säule aufgetragen. Der Säulendurchlauf wurde aufgefangen und die Säule bis 
zum Erreichen einer konstanten Basislinie mit Lysispuffer bei 3 mL/min gespült. Durch einen 
Waschschritt mit leicht erhöhter Imidazolkonzentration wurden unspezifisch gebundene 
Proteine von der Säule entfernt. Nach dem Erreichen der konstanten Basislinie der UV-
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Absorption erfolgt die Elution des Zielproteins mit Elutionspuffer ( 7.2.3). Es wurden 
Fraktionen von 3 mL aufgefangen, die durch einen Bradford-Schnelltest ( 3.3.2) auf ihren 
Proteingehalt getestet wurden. Positive Fraktionen wurden vereinigt. 
 
3.7.6 Hydrolysespezifität des His6BgaC Fusionsproteins 
 
Die Disaccharide (5 mM) Gal(β1-3)GlcNAc, Gal(β1-4)Glc und Gal(β1-6)GlcNAc wurden auf 
ihre Hydrolysierbarkeit durch 2,9 U/mL des His6BgaC Fusionsproteins in 50 mM Citrat- 
Na2HPO4-Puffer pH 6,0 bei 30 °C getestet. Aliquots der Reaktion wurden 5 Minuten bei 
95 °C denaturiert. Der prozentuale Anteil der Disaccharidhydrolyse wurde aus der Peak-
Fläche der Edukte und Produkte aus der HPAEC-PAD-Analyse berechnet. 
 
3.7.7 Synthese von Nukleotidoligosacchariden mit His6BgaC 
 
Für die Transglykosylierungsreaktion wurden Standardkonzentrationen von 500 mM pNP-Gal 
als Donor-Substrat, 150 mM UDP-Glc, UDP-GlcNAc oder UDP-GalNAc als 
Akzeptorsubstrate und 200 mM 2,6-Di-O-Methyl-β-Cyclodextrin als Löslichkeitsvermittler in 
50 mM Citrat- Na2HPO4-Puffer, pH 4,5 gelöst und mit einer Endkonzentration von 3 U/mL 
der rekombinanten β3-Galaktosidase aus Bacillus circulans (His6BgaC) bei 30 °C inkubiert. 
Das Reaktionsvolumen betrug 300 µL im analytischen und 1500 µL im semi-präparativen 
Maßstab. Um eine Zeit-Umsatz-Kurve aufzunehmen, wurden sukzessive Aliquots entnommen 
und bei 95 °C für 5 Minuten inkubiert, um das Enzym zu denaturieren. Nach Zentrifugation 
bei 13.000 upm für 5 Minuten, wurde der verdünnte Überstand (1:100 in Synthesepuffer) auf 
dessen Gehalt an Nukleotidzuckern mittels Kapillarelektrophorese analysiert ( 3.2.1). 
Transglykosylierungsexperimente ohne Mikrowelleneinstrahlung wurden in einem Heizblock 
bei der gewählten Synthesetemperatur (30 °C) durchgeführt. Bei Versuchen unter 
Mikrowelleneinstrahlung wurde der beschriebene Mikrowellenreaktor (Discover® 
CoolMateTM, CEM, Kamp-Lintfort) mit Kyrostat ( 3.1.1), der bei einer 
Standardkühltemperatur von -30 °C betrieben wurde eingesetzt, wodurch sich eine mittlere 
Einstrahlungsintensität von ca. 60 Watt für den Standardreaktionsansatz bei einer 
Synthesetemperatur von 30 °C ergab. Der Syntheseansatz wurde auf die gewünschte 
Synthesetemperatur vortemperiert, bevor das Enzym zugegeben wurde. Die 
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Synthesetemperatur und die Intensität der Mikrowelleneinstrahlung wurden kontinuierlich 
über die Versuchsdauer gemessen. 
 
3.7.8 Isolierung der Nukleotidzucker-enthaltenden Fraktion und CE-MS 
 
Die Produktisolierung aus semi-präparativen Transglykosylierungsansätzen wurde wie folgt 
durchgeführt: Das Enzym wurde vom Reaktionsansatz durch Hitzedenaturierung (5 Minuten, 
95 °C) und anschließender Zentrifugation abgetrennt. Die nukleotid-aktivierten Zucker im 
Überstand wurden von dem freigesetzten p-Nitrophenol durch Gelchromatographie mit 
Biogel P2 extra fine Material (BioRad, München, Deutschland) in einer XK26/40 (GE-
Healthcare, München, Deutschland) und einer Gelbetthöhe von 17 cm abgetrennt. Der 
Reaktionsansatz wurde auf die Säule aufgetragen und mit Milli Q Wasser bei einer Flussrate 
von 0,5 mL/min eluiert. Es wurden Fraktionen von 2,5 mL aufgefangen. Die Nukleotidzucker 
enthaltenden Fraktionen wurden mittels CE-Messung identifiziert und vereinigt. Das 
Volumen wurde im Rotationsverdampfer auf 2 mL reduziert. Diese Nukleotidzucker-
enthaltende Fraktion wurde anschließend einer CE-MS Analyse unterworfen. CE-MS 
Messungen wurden in Kooperation mit Dr. Carolin Huhn und Dipl. Chem. Martin Pattky in 
der Zentralabteilung für analytische Chemie (ZCH) des Forschungszentrums Jülich 
durchgeführt. 
 
3.7.9 Isolierung der Nukleotidzucker-Reinsubstanzen 
 
Die Isolierung von Nukleotidzucker-Reinsubstanzen erfolgte durch Gelfiltration der 
Nukleotidzucker-enthaltenden Fraktion: 2 mL wurden auf eine XK16/100 Säule (GE-
Healthcare, München, Deutschland) mit Biogel P2 extra fine Material (BioRad, München, 
Deutschland) gegeben. Die Chromatographie wurde mit Milli Q Wasser bei einer Flussrate 
von 0,1 mL/min betrieben. Es wurden Fraktionen von 0,5 mL aufgefangen. Fraktionen mit 
Nukleotidzucker-Reinsubstanzen wurden mittels CE-Messung identifiziert, gegebenenfalls 
vereinigt und das Volumen im Rotationsverdampfer auf 1-2 mL reduziert. 
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3.7.10 Nukleotiddisaccharide als Donorsubstrate für Glykosyltransferasen 
 
Die isolierten nukleotid-aktivierten Disaccharide Gal(β1-3)GlcNAcα1-UDP und Gal(β1-
3)GalNAcα1-UDP sind potentielle Donorsubstrate für Glykosyltransferasen der hauseigenen 
Stammsammlung. Mit Gal(β1-3)GalNAcα1-UDP wurde ein Übertragungsexperiment mit der 
GalT-Mutante Y284L und der ppGalNAcT2 durchgeführt. Mit Gal(β1-3)GlcNAcα1-UDP 
wurde die GlcNAcT getestet. Die Expression und Aufreinigung der GalT-Mutante Y284L 
und der ppGalNAcT2 sind im Anhang dokumentiert ( 7.10 und  7.11). 
 
Die Kultivierung und Reinigung der His6Propeptid-catβ4GalT1 Y284L Mutante erfolgte, wie 
beschrieben [Bojarova et al. 2009], anhand einer Kyrokultur der hauseigenen 
Stammsammlung, mit folgenden Änderungen: Die Hauptkultur erfolgte in TB-Medium 
( 7.2.1), die IMAC ( 3.7.5) wurde mit den in dieser Arbeit beschriebenen Puffern bei 4 °C mit 
einer externen P1 Pumpe durchgeführt. Die proteinreichsten Fraktionen wurden mit dem 
Bradford-Schnelltest ( 3.3.2) ermittelt und vereinigt. Dieser Pool wurde durch Vivaspins 
(30.000 MWCO) in 0,1 M MOPS, 25 mM KCl, pH 6,8 umgepuffert, auf 1 mL 
aufkonzentriert mit 250 µL Glyzerin versetzt und bei 4 °C gelagert. 
 
Durch die Mutation ist die GalT-Mutante Y284L in der Lage, anstelle des natürlichen 
Substrats (UDP-Gal) auch GalNAc von UDP-GalNAc auf ein Akzeptorsubstrat (GlcNAc-
tBoc) zu übertragen. Die konzentrierte Elutionsfraktion wurde einem Aktivitätstest nach 
folgendem Schema unterzogen: 
 
Tabelle 13: Aktivitätstest der rekombinanten GalT-Mutante Y284L 
SUBSTANZ KONZENTRATION VOLUMEN [µL] 
1M Mops, 250 mM KCl, pH 
6,8 
- 10 
GlcNAc-tBoc 100 mM 1 
UDP-GalNAc 10 mM 12 
Alkalische Phosphatase (Fast 
AP, Fermentas) 
1 U/µL 1 
MnCl2 100 mM 2 
GalT-Mutante Y284L konzentriert 10 
Milli-Q H2O - 64  
                                                                                                          Gesamtvolumen 100 µL 
Inkubation bei 30 °C; 30 µL Aliquots nach 20 und 45 Minuten, Inaktivierung 5 min 95 °C 
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Die zeitabhängige Bildung von LacDiNAc-tBoc wurde durch analytische HPLC ( 3.2.3) 
ermittelt und die Aktivität des Enzyms berechnet. 
 
Die Übertragung des Disaccharids Gal(β1-3)GalNAc von dem in dieser Arbeit synthetisierten 
und isolierten Donorsubstrat Gal(β1-3)GalNAcα1-UDP auf den Akzeptor GlcNAc-tBoc, 
wurde mit der rekombinanten GalT-Mutante Y284L getestet. Dazu wurde die Gal(β1-
3)GalNAcα1-UDP-Lösung (10 mM) 5-fach aufkonzentriert und der folgende Reaktionsansatz 
verwendet: 
 
Tabelle 14: Übertragungsexperiment mit Gal(β1-3)GalNAcα1-UDP und der GalT-Mutante Y284L 
SUBSTANZ KONZENTRATION VOLUMEN [µL] 
1M Mops, 250 mM KCl, pH 
6,8 
- 10 
GlcNAc-tBoc 100 mM 1 
Gal(β1-3)GalNAcα1-UDP ~50 mM 40 
Alkalische Phosphatase (Fast 
AP, Fermentas) 
1 U/µL 1 
MnCl2 100 mM 2 
GalT-Mutante Y284L Konzentriert  
(hier: 28 mU/mL) 
10 
Milli-Q H2O - 36 
                                                                                                          Gesamtvolumen 100 µL 
Inkubation bei 30 °C; 32 µL Aliquots nach 1 min, 45 min und ÜN, Inaktivierung 5 min 95°C 
 
Die zeitabhängige Übertragung des Disaccharids Gal(β1-3)GalNAc auf den Akzeptor 
GlcNAc-tBoc wurde durch analytische HPLC ( 3.2.3)  ermittelt. 
 
Zur Bereitstellung der zweiten Glykosyltransferase (ppGalNAcT2) wurde die Kultivierung 
ausgehend von einer, von Dipl. Biol. Bastian Lange bereitgestellten, „Pichia pastoris ppic 6α 
CT2“ YPD-Agar Platte durchgeführt ( 7.2.2). Für die Vorkultur wurde Zellmaterial von der 
YPD-Agar Platte steril in 2 x 20 mL BMGY-Flüssigkultur ( 7.2.2) in 250 mL 
Erlenmeyerkolben ohne Schikane überführt und bei 240 rmp und 30 °C für 24 Stunden 
inkubiert. Die Hauptkultur erfolgt durch Überführung der Vorkultur in 2 x 1 L 
BMGY+Caseinhydrolysat-Flüssigkultur ( 7.2.2) in 5 L Erlenmeyerkolben mit Schikane. Die 
Hauptkultur wurde 18 Stunden bei 110 rpm und 30 °C inkubiert, bis etwa eine OD von 14 
erreicht war. Zwei Zentrifugationsgefäße wurden mit Ethanol ausgespült, um die Hauptkultur 
semisteril bei 2000 RCF und Raumtemperatur 20 Minuten zu zentrifugieren. Die Zellen 
wurden jeweils in 50 mL Induktionsmedium (BMMY+Caseinhydrolysat,  7.2.2) resuspendiert 
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und auf zwei 1 L Erlenmeyer-Weithalskolben ohne Schikane aufgeteilt und mit Gaze 
verschlossen. Die Kulturen wurden über Nacht bei 20 °C und 245 rpm inkubiert. Die 
Zentrifugation erfolgte 30 Minuten bei 7000 rpm und 4 °C. Der Überstand enthält das Enzym 
und wurde über einen 0,2 µm-Filter unter Kühlung auf Eis filtriert. Der Überstand wurde in 
30 kDa MWCO-Vivaspins auf 5 mL aufkonzentriert und in HEPES-Lysis-Puffer ( 7.2.3), pH 
8,0 umgepuffert. Es erfolgte eine IMAC ( 3.7.5) unter Verwendung der HEPES-Lysis und –
Elutionspuffer ohne Waschschritt. 
 
Die rekombinante His6ppGalNAcT2 vermittelt natürlicherweise die Initiation der O-
Glykosylierung der Hinge-Region des humanen Immunglobulin A1 (IgA1) durch die 
Übertragung von GalNAc auf Serin oder Threonin. Der Aktivitätstest beruht auf der 
Übertragung von GalNAc, durch Hydrolyse des Donorsubstrates UDP-GalNAc, auf ein 
Akzeptorpeptid. Das künstliche Akzeptorpeptid (Hinge-Region-Peptide, HRP) beruht 
seinerseits auf der Sequenz der Hinge-Region des humanen IgA1, dessen Aminosäure-
Sequenz wie folgt beschrieben ist: (NC) „VPSTPPTPSPSTPPTPSPSC“ [Iwasaki et al. 
2003]. Die konzentrierte Elutionsfraktion der ppGalNAcT2 wurde einem Aktivitätstest nach 
folgendem Schema unterzogen: 
 
Tabelle 15: Aktivitätstest der rekombinanten ppGalNAcT2. 
SUBSTANZ KONZENTRATION VOLUMEN [µL] 
MnCl2 100 mM 7,5 
UDP-GalNAc 100 mM 0,75 
HRP 20 mM 3,75 
TritionX100 5 % 0,5 
ppGalNAcT2 konzentriert 12,5 
                                                                                                          Gesamtvolumen 25 µL 
Inkubation bei 37 °C; 12,5 µL Aliquots nach 0 h und ÜN, Inaktivierung 5 min 95 °C 
 
Die enzymatische Hydrolyse von UDP-GalNAc wird durch CE-Analytik ( 3.2.1) 
nachgewiesen. 
 
Die Übertragung des Disaccharids Gal(β1-3)GalNAc von dem in dieser Arbeit synthetisierten 
und isolierten Donorsubstrat Gal(β1-3)GalNAcα1-UDP auf das Akzeptorpeptid HRP, wurde 
mit der rekombinanten ppGalNAcT2 getestet. Dazu wurde der folgende Reaktionsansatz 
verwendet: 
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Tabelle 16: Übertragungsexperiment mit Gal(β1-3)GalNAcα1-UDP und der ppGalNAcT2 
SUBSTANZ KONZENTRATION VOLUMEN [µL] 
MnCl2 500 mM 1,5 
Gal(β1-3)GalNAcα1-UDP 10 mM 7,5 
HRP 20 mM 3,75 
TritionX100 5 % 0,5 
ppGalNAcT2 konzentriert 11,75 
                                                                                                          Gesamtvolumen 25 µL 
Inkubation bei 37 °C; 12,5 µL Aliquots nach 0 h und ÜN, Inaktivierung 5 min 95 °C 
 
Die enzymatische Hydrolyse von Gal(β1-3)GlcNAcα1-UDP wurde durch CE-Analytik ( 3.2.1)  
nachgewiesen. Als Negativkontrolle wurde ein zusätzlicher Ansatz ohne HRP angesetzt. 
 
Die rekombinante GlcNAc-T (β-1,3-N-Acetyl-glucosaminlytransferase) wurde 
freundlicherweise von M.Sc. Christiane Kupper in einer Aktivität von 260 mU/mL für die 
Übertragungsexperimente zur Verfügung gestellt. 
 
Tabelle 17: Aktivitätstest der rekombinanten GlcNAc-T 
SUBSTANZ KONZENTRATION VOLUMEN [µL] 
1 mM Hepes, 250 mM KCl, 
10 mM DDT, pH 7,2 
- 5 
MgCl2 100 mM 0,5 
LacNAc-tBoc Typ 2  10 mM 12,5 
UDP-GlcNAc 50 mM 2 
GlcNAc-T 260 mU/mL 15 
Milli Q H2O - 15 
                                                                                                          Gesamtvolumen 50 µL 
Inkubation bei 30 °C; 12,5 µL Aliquots nach 0 h und ÜN, Inaktivierung 5 min 95 °C 
 
Die Übertragung von GlcNAc (Donor: UDP-GlcNAc) auf den Akzeptor LacNAc-tBoc Typ 2 
(freundlich zur Verfügung gestellt von M.Sc. Ruben Rosenkrantz), wurde durch analytische 
HPLC ( 3.2.3) überprüft.  
 
Die Übertragung des Disaccharids Gal(β1-3)GlcNAc von dem in dieser Arbeit synthetisierten 
und isolierten Donorsubstrat Gal(β1-3)GlcNAcα1-UDP auf den Akzeptor LacNAc-tBoc Typ 
2, wurde mit der rekombinanten GlcNAc-T getestet. Dazu wurde der folgende 
Reaktionsansatz verwendet: 
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Tabelle 18: Übertragungsexperiment mit Gal(β1-3)GlcNAcα1-UDP und der GlcNAc-T 
SUBSTANZ KONZENTRATION VOLUMEN [µL] 
1 mM Hepes, 250 mM KCl, 
10 mM DDT, pH 7,2 
- 5 
MgCl2 100 mM 0,5 
LacNAc-tBoc Typ 2  10 mM 12,5 
Gal(β1-3)GlcNAcα1-UDP ~2,8 mM 17 
GlcNAc-T 260 mU/mL 15 
                                                                                                          Gesamtvolumen 50 µL 
Inkubation bei 30 °C; 12,5 µL Aliquots nach 0 h und ÜN, Inaktivierung 5 min 95 °C 
 
Die Übertragung des Disaccharids Gal(β1-3)GlcNAc (UDP-LacNAc Typ 1) auf den Akzeptor 
LacNAc-tBoc Typ 2 wurde durch analytische HPLC ( 3.2.3) ermittelt. 
 
3.7.11 Kristallstruktur und CD-Spektroskopie von His6BgaC  
 
Neben Synthesen Nukleotid-, oder anders modifizierten Glykanstrukturen unter 
verschiedenen Versuchsbedingungen, ist die Strukturaufklärung durch Kristallisation und CD-
Spektroskopie (Circular Dichroism) ein wichtiger Schritt zum rationanlen Design von 
Biokatalysatoren mit verbesserten Eigenschaften. Die Ergebnisse aus synthetisch 
interessanten Biokatalysen und Proteinstrukturdaten bilden gemeinsam die Basis für ein 
rationales Design von optimierten Biokatalysatoren der nächsten Generation, oder die 
Grundlage für eine selektive Auswahl von Biokatalysatoren aus dem gesamten Spektrum der 
psychrophilen, mesophilen und hyperthermophilen Quellen, mit günstigen strukturellen 
Eigenschaften für optimale Syntheseverläufe unter Mikrowelleneinstrahlung. 
 
Die Arbeiten zur Proteinkristallisation wurden im Labor der Arbeitsgruppe von Prof. Kanaya 
and der Universität in Osaka, Japan durchgeführt. Zur Aufreinigung des Enzyms für die 
Kristallisation wurden 1,5 g frisches Zellmaterial in  25 mL IMAC Lysispuffer ( 7.2.3) 
resuspendiert, durch Ultraschall aufgeschlossen ( 3.4.2) und der Rohextrakt gewonnen. Die 
Dialysemembran (Wako, Size 36, 30 m, 047-30941) wurde 3 x 5 Minuten im 
Mikrowellenofen in Natriumbicarbonat (20 g/L), 1 mM EDTA aufgekocht und 3-malig mit 
MilliQ Wasser durch 5 minütiges Aufkochen im Mikrowellenofen gewaschen. Die 
Dialysemembranen wurden in Wasser bei 4 °C gelagert. Der Rohextrakt wurde gegen IMAC 
Lysispuffer bei 4 °C über Nacht dialysiert. Der dialysierte Rohextrakt wurde von Prezipitaten 
durch Zentrifugation befreit, bevor er mittels IMAC ( 3.7.5) aufgereinigt wurde. Die 
Elutionsfraktion nach der IMAC wurde gegen AEX Puffer A (10 mM Tris-HCl, 1 mM 
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EDTA, pH 7.5) bei 4 °C über Nacht dialysiert. Die Resource Q 1 mL Fertigsäule (GE-
Healthcare, Uppsala, Sweden) wurde mit AEX Puffer A äquilibriert. Ein linearer NaCl 
Gradient zwischen 0-1 M wurde verwendet, um das His6BgaC Fusionsprotein zu eluieren. 
Die Elutionsfraktion nach der AEX wurde gegen AEX Puffer A (s.o.) bei 4 °C über Nacht 
dialysiert. Die dialysierte AEX Elutionsfraktion wurde zentrifugiert und filtriert 
(DURAPORE® – PVDF 0.22 μM, Millipore Cooperation, Billerica, Massachusetts, United 
States). Das Enzym wurde bis zu einer Konzentration von 12 mg/mL aufgkonzentriert 
(Amicon Ultra, Ultracell 30K, Regenerated Cellulose, 30.000 MWCO, Millipore Cooperation, 
Billerica, MA, USA). 
 
Alle Kristalle wurden mit der „sitting-drop vapour-diffusion“- Methode bei 4 °C und 20 °C 
gezüchtet. Ein Aliquot des Enzyms (1 µL, 12 mg/mL) wurde mit 1 µL der Wizard™ IV No. 
35 (Wizard™ crystallisation screening kit, Emerald BioSystems, Bainbridge Island, WA, 
USA) oder PEG/Ion Screen™ No. 30 (PEG/Ion Screen™ crystallisation screening kit, 
Hampton Research, CA, USA) vermischt. [Wizard™ IV No. 35 enthält 20 % (w/v) PEG 
6000, 100 mM HEPES, 0.2 M NaCl, pH 7.0 und PEG/Ion™ No. 30 enthält 0.2 M 
Ammoniumacetat, 20 % (w/v) PEG 3,350 ]. 
 
Röntgenbeugungsdaten des His6BgaC Fusionsproteins wurden bei -173 °C unter Synchro-
tronstrahlung in der BL44XU Station des SPring-8 (Hyogo, Japan) in Kooperation mit Dr. 
Dong-Ju You (Department of Material and Life Science, Graduate School of Engineering, 
Osaka University, 2-1 Yamadaoka, Suita, Osaka 565-8071, Japan) aufgenommen. Alle 
Datensätze wurden indiziert, integriert und skaliert mit dem HKL2000 Programm. Die 
Struktur wurde mithilfe der molekularen Austauschmethode unter Verwendung von 
MOLREP des CCP4 Programms aufgeklärt. Die Kristallstruktur der β-Galaktosidase von 
Bacteroides thetaiotaomicron (Proteindatenbankeintrag 3D3A) wurde als Startmodel durch 
die Software ausgewählt und verwendet. Die Statistik der Rohdaten und Datenauswertung ist 
im Anhang ( 7.16) zusammengefasst. Die Abbildungen wurden mit PyMol angefertigt 
(http://www.pymol.org/). 
 
His6BgaC wurde in Kooperation mit M. Sc. Stefanie-Joana Tenne (Institut für 
Biotechnologie, Prof. Schwaneberg, RWTH Aachen) auch mittels CD-Spektroskopie 
untersucht.  
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Zunächst wurde eine Basislinie für den 50 mM Citrat-NaH2PO4-Puffer pH 4,5 aufgenommen. 
Das Enzym wurde in diesen Puffer umgepuffert um sicherzustellen, dass keine Reste des 
Imidazol-haltigen Puffers der IMAC Aufreinigung mehr vorhanden sind. Die Enzymlösung 
hat eine Proteinkonzentration von 0,137 mg/mL und eine Aktivität von 5,2 U/mL (37 °C, pH 
4,5). Es wurden jeweils 150 µL Probe mit Hilfe einer Eppendorfpipette auf eine Hellma® 
SUPRASIL cuvette (Hellma GmbH & Co. KG, Müllheim, Deutschland) mit einer Bandbreite 
von 0,5 mm transferriert. Die Messung erfolgte bei Raumtemperatur in einem Olis SDM 17 
CD-Gerät (Olis, Bogart, USA). Für die Probe wurden fünf Scans zwischen 190-240 nm 
durchgeführt und der Mittelwert gebildet. Die Bandbreite wurde auf 2 nm und die 
Schrittweite auf 1 nm justiert. Ergebnisse wurden in Milli Degrees angegeben. 
 
3.8 Synthese und Modifikation von LacNAc-tBoc Typ 1 und 2 Strukturen 
 
3.8.1 Synthese von LacNAc-tBoc Typ 2 mit β-Galaktosidase 
 
Für die Transglykosylierungsreaktion wurden Standardkonzentrationen von 500 mM Laktose 
als Donor-Substrat und 50 mM GlcNAc-tBoc als Akzeptorsubstrat in 50 mM Citrat- 
Na2HPO4-Puffer, pH 6,0 gelöst und mit einer Endkonzentration von 110 U/mL der β-
Galaktosidase aus Bacillus circulans (BIOLACTASA NTL CONC, Biocon, Barcelona, 
Spanien) bei 35 °C inkubiert. Das Reaktionsvolumen betrug 500 µL im analytischen und 
1500 µL im semi-präparativen Maßstab. Um eine Zeit-Umsatz-Kurve aufzunehmen, wurden 
sukzessive Aliquots entnommen und bei 95 °C für 5 Minuten inkubiert um das Enzym zu 
denaturieren. Nach Zentrifugation bei 13.000 upm für 5 Minuten, wurde der verdünnte 
Überstand (1:10 in Synthesepuffer) auf dessen Gehalt an tBoc-Oligosacchariden mittels 
analytischer HPLC ( 3.2.3) untersucht. 
Transglykosylierungsexperimente ohne Mikrowelleneinstrahlung wurden in einem Heizblock 
bei 35 °C durchgeführt. Bei Versuchen unter Mikrowelleneinstrahlung wurde der 
beschriebene Mikrowellenreaktor (Discover® CoolMateTM, CEM, Kamp-Lintfort) mit 
Kyrostat ( 3.1.1), der bei einer Standardkühltemperatur von -30 °C betrieben wird eingesetzt, 
wodurch sich eine mittlere Einstrahlungsintensität von 85 Watt für eine Synthesetemperatur 
von 35 °C für den Standardreaktionsansatz ergab. Der Syntheseansatz wurde auf die 
gewünschte Synthesetemperatur vortemperiert, bevor das Enzym zugegeben wurde. Die 
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Synthesetemperatur und die Intensität der Mikrowelleneinstrahlung wurden kontinuierlich 
über die Versuchsdauer gemessen. 
 
3.8.2 Synthese von LacNAc-tBoc Typ 1 mit β-Galaktosidase 
 
Für die Transglykosylierungsreaktion wurden Standardkonzentrationen von 500 mM pNP-Gal 
als Donor-Substrat, 50 mM GlcNAc-tBoc als Akzeptorsubstrat und 200 mM 2,6-Di-O-
Methyl-β-Cyclodextrin als Löslichkeitsvermittler in 50 mM Citrat- Na2HPO4-Puffer, pH 6,0 
gelöst und mit einer Endkonzentration von 11,5 U/mL der rekombinanten β3-Galaktosidase 
aus Bacillus circulans (His6BgaC) bei 35 °C inkubiert. Das Reaktionsvolumen betrug 150 µL 
im analytischen und 1000 µL im semi-präparativen Maßstab. Um eine Zeit-Umsatz-Kurve 
aufzunehmen, wurden sukzessive Aliquots entnommen und bei 95 °C für 5 Minuten inkubiert, 
um das Enzym zu denaturieren. Nach Zentrifugation bei 13.000 upm für 5 Minuten wurde der 
verdünnte Überstand (1:10 in Synthesepuffer) auf dessen Gehalt an Nukleotidzuckern mittels 
analytischer HPLC untersucht ( 3.2.3). 
Transglykosylierungsexperimente ohne Mikrowelleneinstrahlung wurden in einem Heizblock 
bei der gewählten Synthesetemperatur (35 °C) durchgeführt. Bei Versuchen unter 
Mikrowelleneinstrahlung wurde der beschriebene Mikrowellenreaktor (Discover® 
CoolMateTM, CEM, Kamp-Lintfort) mit Kyrostat, der bei einer Standardkühltemperatur von -
30 °C betrieben verwendet. Die Einstrahlungsintensität wurde dynamisch reguliert, sodass 
sich eine Synthesetemperatur von 35 °C er. Der Syntheseansatz wurde auf die gewünschte 
Synthesetemperatur vortemperiert, bevor das Enzym zugegeben wurde. Die 
Synthesetemperatur und die Intensität der Mikrowelleneinstrahlung wurden kontinuierlich 
über die Versuchsdauer gemessen. 
 
3.8.3 Aufreinigung und Identifizierung von LacNAc-tBoc Typ 1 und 2 
 
Die Aufreinigung von Reinsubstanzen erfolgte mittels präparativer HPLC ( 3.2.3). Nach der 
Aufkonzentierung im Rotationsverdampfer erfolgte eine Konzentrationsbestimmung mittels 
analytischer HPLC über externe Kalibrierung mit GlcNAc-tBoc. Die Identifizierung der 
Reinsubstanzen erfolge mittels HPLC-MS ( 3.2.3). Die Analyse der Verknüpfung der 
glykosidischen Bindungen erfolgte über Hydrolyseexperimente der Reinsubstanzen ( 3.7.9) 
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mit β-Galaktosidasen, die jeweils nur eines der zwei entstehenden Verknüpfungsisomere 
spalten. 
 
3.8.4 Analytische Hydrolyse von Produkten der LacNAc-tBoc Typ 2 
Synthese 
 
Bei der Präparativen Synthese von LacNAc-tBoc Typ 2 mit der kommerziellen β-
Galaktosidase, wurden über die präparative HPLC vier Produkte aufgereinigt (Abbildung 60), 
von denen sich zwei als Disaccharide und zwei als Trisaccharide herausstellten (Tabelle 29). 
Durch die Hydrolysespezifität des Enzyms ( 4.1.1) konnte vermutet werden, dass es sich dabei 
um β1-4- und β1-6-verknüpfte Isomere handeln muss. Um zu ermitteln, ob es sich tatsächlich 
um diese Verknüpfungsisomere handelt, wurde die rekombinante β1-3-Galaktosidase (BgaC) 
eingesetzt, um die Produkte spezifisch zu verdauen. Das rekombinante Enzym kann zwar β1-
6 glykosidische Bindungen hydrolysieren, nicht aber β1-4 glykosidische ( 4.1.2). Es wurde ein 
spezifischer Hydrolyseansatz mit jeweils 0,1-0,5 mM eines isolierten Produktes der LacNAc-
tBoc Typ 2 Synthese mit 0,6 U/mL BgaC in 50 mM Citrat-Na2HPO4-Puffer, pH 6,0 in einem 
Endvolumen von 300 µL angesetzt und über die Versuchsdauer von 60 Minuten Proben 
entnommen. Die Reaktion wurde über analytische HPLC ( 3.2.3) verfolgt. Im Falle eines 
Produktverdaus, handelt es sich um eine β1-6-glykosidische Bindung; erfolgt kein Verdau, ist 
es eine β1-4-glykosidische Bindung. 
 
3.8.5 Analytische Hydrolyse von Produkten der LacNAc-tBoc Typ 1 
Synthese 
 
Bei der präparativen Synthese von LacNAc-tBoc Typ 1 mit der rekombinanten β-
Galaktosidase, wurden über die präparative HPLC (Abbildung 64) verschiedene Produkte 
aufgereinigt, von denen sich zwei als Disaccharide herausstellten (Tabelle 30). Durch die 
Hydrolysespezifität des Enzyms ( 4.1.2) konnte vermutet werden, dass es sich dabei um β1-3- 
und β1-6-verknüpfte Isomere handeln muss. Um zu ermitteln, um welche 
Verknüpfungsisomere es sich handelt, wurde die kommerzielle β1-4-Galaktosidase 
(Biolactasa, NTL-CONC) eingesetzt, um die Produkte spezifisch zu verdauen. Das Enzym 
kann zwar β1-6 glykosidische Bindungen hydrolysieren, nicht aber β1-3 glykosidische 
( 4.3.1). Es wurde ein spezifischer Hydrolyseansatz mit jeweils 0,1-0,5 mM eines isolierten 
Disaccharids der LacNAc-tBoc Typ 1 Synthese mit 3,4 U/mL Biolactasa in 50 mM Citrat-
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Na2HPO4-Puffer, pH 6,0 in einem Endvolumen von 150 µL angesetzt und über die 
Versuchsdauer von 60 Minuten Proben entnommen. Die Reaktion wurde über analytische 
HPLC ( 3.2.3) verfolgt. Im Falle eines Produktverdaus, handelt es sich um eine β1-6-
glykosidische Bindung; erfolgt kein Verdau, ist es eine β1-3-glykosidische Bindung. 
 
3.8.6 NMR von Produkten der LacNAc-tBoc Typ 1 Synthese 
 
Die bei der präparativen Synthese von LacNAc-tBoc Typ 1 mit der rekombinanten β-
Galaktosidase isolierten Disaccharide wurden einer NMR-Analyse unterzogen, um die 
Verknüpfung aufzuklären. Diese wurde in Kooperation mit dem Forschungszentrum in Jülich 
an einem Inova400 Gerät bei 400 MHz in D2O durchgeführt. Die Auswertung erfolgte durch 
freundliche Unterstützung von Ruben Rosencrantz, M.Sc. 
 
 
Abbildung 6: Struktur zu 1H-NMR (400 MHz, D2O) des isolierten Typ 1 LacNAc-tBoc, δ (ppm): 4,269-4,250 
(d, 1H, HB1); 3,6 (t, 1H, HA2); 3,704-3,318 (m, 14H, HA2, HA3, HA4, HA6a, HA6b, HB2, HB3, HB4, HB6a, 
HB6b, Linker); 3,05 (m, 1H, HB5); 1,793 (S, 3H, Ac); 1,217 (s, 9H, Boc); Spektren im Anhang  7.14. 
 
  Material & Methoden 
 63
 
 
Abbildung 7: Struktur zu 1H-NMR (400 MHz, D2O) des isolierten β1-6-Disaccharid-tBoc, δ (ppm): 4,255-4,235 
(d, 1H, HB1); 3,698-3,339 (m, 14H, HA2, HA3, HA4, HA6a, HA6b, HB2, HB3, HB4, HB6a, HB6b, Linker); 
3,045 (m, 1H, HB5); 1,804 (S, 3H, Ac); 1,215 (s, 9H, Boc); Spektren im Anhang  7.14. 
 
 
3.8.7 Übertragungsexperimente 
 
Besonders die isolierten Disaccharide der LacNAc-tBoc Typ 1 Synthese (Gal(β1-
3/6)GlcNAc-tBoc) sind interessante neuartige Akzeptorsubstrate für die weitere Modifikation 
durch hauseigene Glykosyltransferasen. Die synthetisierten β1-3/6-verknüpften Disaccharide 
sind nicht durch klassische LacNAc-tBoc Synthese zugänglich [Sauerzapfe et al. 2009; Rech 
et al. 2011]. 
 
3.8.7.1 Synthese von GlcNAc(β1-3)Gal(β1-3/6)GlcNAc-tBoc 
 
Zur Synthese der Trisaccharide GlcNAc(β1-3)Gal(β1-3/6)GlcNAc-tBoc, wurden die 
Disaccharide der LacNAc-tBoc Typ 1 Synthese (Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc und Gal(β1-
6)GlcNAc-tBoc) als Akzeptorsubstrate für die rekombinante GlcNAc-T (β-1,3-N-Acetyl-
glucosaminlytransferase) eingesetzt. GlcNAc-T wurde freundlicherweise von M.Sc. 
Christiane Kupper in einer Aktivität von 260 mU/mL für die Übertragungsexperimente zur 
Verfügung gestellt. Es wurde der folgende Reaktionsansatz verwendet: 
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Tabelle 19: Übertragungsexperiment mit Gal(β1-3/6)GlcNAc-tBoc und der GlcNAc-T 
SUBSTANZ KONZENTRATION VOLUMEN [µL] 
1 mM Hepes, 250 mM KCl, 
10 mM DDT, pH 7,2 
- 12,5 
MgCl2 100 mM 1 
Gal(β1-3/6)GlcNAc-tBoc 0,1-0,3 mM 69 
UDP-GlcNAc 50 mM 2,5 
GlcNAc-T 260 mU/mL 15 
                                                                                                          Gesamtvolumen 100 µL 
Inkubation bei 37°C; 30 µL Aliquots nach 1 min und 18 h, Inaktivierung 5 min 95°C 
 
Die Übertragung von GlcNAc  auf das Disaccharid Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc oder Gal(β1-
6)GlcNAc-tBoc wurde durch analytische HPLC ( 3.2.3) ermittelt. 
 
3.8.7.2 Synthese von Gal(α1-3)Gal(β1-3/6)GlcNAc-tBoc 
 
Zur Synthese der Trisaccharide Gal(α1-3)Gal(β1-3/6)GlcNAc-tBoc, wurden die Disaccharide 
der LacNAc-tBoc Typ 1 Synthese (Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc und Gal(β1-6)GlcNAc-tBoc) als 
Akzeptorsubstrate für das rekombinante Galili-Enzym (α-1,3-Galaktosyltransferase) 
eingesetzt. Galili-Enzym wurde freundlicherweise von M.Sc. Ruben Rosencrantz in einer 
Aktivität von 800 mU/mL für die Übertragungsexperimente zur Verfügung gestellt. Es wurde 
der folgende Reaktionsansatz verwendet: 
 
Tabelle 20: Übertragungsexperiment mit Gal(β1-3/6)GlcNAc-tBoc und Galili 
SUBSTANZ KONZENTRATION VOLUMEN [µL] 
1 M MES, 100 mM KCl, 
pH 6,0 
- 15 
MnCl2 100 mM 3 
Gal(β1-3/6)GlcNAc-tBoc 0,1-0,3 mM 70 
UDP-Gal 50 mM 1 
Galili 800 mU/mL 22 
H2O - 39 
                                                                                                          Gesamtvolumen 150 µL 
Inkubation bei 30 °C; 30 µL Aliquots nach 1 min, 15 min, 45 min und 18 h, Inaktivierung 5 min 95°C
 
Die Übertragung von Gal auf das Disaccharid Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc oder Gal(β1-
6)GlcNAc-tBoc wurde durch analytische HPLC ( 3.2.3) ermittelt. 
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3.8.7.3 Synthese von Fuc(α1-2)Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc, H-Antigen Typ 1 
 
Zur Synthese des Trisaccharides Fuc(α1-2)Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc wurde das Disaccharid der 
LacNAc-tBoc Typ 1 Synthese, Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc, als Akzeptorsubstrat für die 
rekombinante α-1,2-Fucosyltransferase eingesetzt. Das Produkt ist besonders interessant, da 
es dem H-Blutgruppenantigen Typ 1 entspricht. Das Trisaccharid ist außerdem interessant, da 
es viele Milcholigosaccharide terminiert. Fuc-T wurde freundlicherweise von Dipl. Biol. 
Leonie Engels in einer Aktivität von 280 mU/mL für die Übertragungsexperimente zur 
Verfügung gestellt. Es wurde der folgende Reaktionsansatz verwendet: 
 
Tabelle 21: Übertragungsexperiment mit Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc und Fuc-T 
SUBSTANZ KONZENTRATION VOLUMEN [µL] 
1 M Tris HCl, 
pH 7,6 
- 5 
Fast-AP - 0,5 
Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc 0,3 mM 37,5 
GDP-Fuc 40 mM 5 
Fuc-T 280 mU/mL 50 
DTT 50 mM 2 
                                                                                                          Gesamtvolumen 100 µL 
Inkubation bei 30 °C; 50 µL Aliquots nach 1 min und 18 h, Inaktivierung 5 min 95°C 
 
Die Übertragung von Fukose auf das Disaccharid Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc wurde durch 
analytische HPLC und HPLC-MS ( 3.2.3) ermittelt. 
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4 Ergebnisse & Diskussion 
 
4.1 Bereitstellung und Charakterisierung der β-Galaktosidasen 
4.1.1 Kommerzielle β1-4-Galaktosidasen aus Bacillus circulans 
 
Die kommerziell erhältliche Enzympräparation der β-Galaktosidase aus Bacillus circulans 
„BIOLACTASA NTL CONC“ (Biocon, Barcelona, Spanien) wird in der vorliegenden Arbeit 
für Transglykosylierungsreaktionen eingesetzt, da das eingehend in der Literatur beschriebene 
Produkt „Biolacta N5TM“ der Firma Daiwa Kasei (Osaka, Japan) nicht mehr vertrieben wird. 
Für die Umstellung von einem gut charakterisierten Enzympräparat auf ein Unbekanntes muss 
gewährleistet sein, dass die Funktionalität erhalten bleibt. Um die kommerziell erhältlichen 
Enzympräparationen, „BIOLACTASA NTL CONC“ (Biocon, Barcelona, Spanien) und 
„Biolacta N5TM“ der Firma Daiwa Kasei (Osaka, Japan) miteinander vergleichen zu können, 
wurde eine SDS-PAGE beider Präparationen durchgeführt (siehe Abbildung 9). Für „Biolacta 
N5TM“ (Daiwa Kasei, Osaka, Japan) sind drei Isoformen der β-Galaktosidase in der Literatur 
beschrieben (212 kDa (I), 145 kDa (II) und 86 kDa (III)) [Vetere et al. 1998]. Die partielle 
Aufreinigung der Enzym-Isoformen sollte hier für die Enzympräparation der Firma Biocon, 
Spanien durchgeführt werden, um zu ermitteln bei welchen Proteinbanden es sich um die 
aktiven β-Galaktosidasen handelt. Durch Gelchromatographie wurden einige der 
unspezifischen Proteine aus der Lösung entfernt. Die partielle Aufreinigung des 
Enzympräparates der Firma Biocon wies im Elutionsprofil einen aktiven Hauptpeak auf, der 
in zwei Fraktionen (Ia und Ib) untergliedert wurde (Abbildung 8). 
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Abbildung 8: Elutionsprofil der Größenausschluss-Gelchromatographie der β-Galaktosidase Enzym-
präparation aus Bacillus circulans „BIOLACTASA NTL CONC“ (Biocon, Barcelona, Spanien). Peak 
I: Hauptpeak mit hohem Proteingehalt ♦ und β- Galaktosidase-Aktivität (pNP-Freisetzung) ■. 
 
Der Fortschritt der partiellen Aufreinigung wurde mit SDS-PAGE und anschließender 
Coomassie-Färbung überprüft.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 9: 8 %-iges SDS-Gel der kommerziellen β-Galaktosidase-Enzym-Präparationen aus 
Bacillus circulans. Spur 1: Biolacta N5TM, Daiwa Kasei KK, Osaka, Japan; Spur 2: BIOLACTASA 
NTL CONC, Biocon, Barcelona, Spanien; Spur 3: Fraktion Ia nach Größenausschluss-Chromatograpie 
von BIOLACTASA NTL CONC, Spur 4: Fraktion Ib nach Größenausschluss-Chromatograpie von 
BIOLACTASA NTL CONC.  
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Zur Bestimmung des Molekulargewichts ist der Größenstandard, Page Ruler TM (Fermentas) 
aufgetragen, der von 10 bis 170 kDa reicht. In Spur 1 des SDS-Gels ist die kommerziell 
erhältliche β-Galaktosidase-Enzym-Präparation Biolacta N5TM (Daiwa Kasei KK, Osaka, 
Japan) aus Bacillus circulans aufgetragen. In Spur 2 ist die kommerziell erhältliche β-
Galaktosidase-Enzym-Präparation BIOLACTASA NTL CONC aus Bacillus circulans der 
Firma Biocon (Barcelona, Spanien) aufgetragen. Es sind jeweils mehr als 10 Proteinbanden 
für die beiden Produkte erkennbar, deren Bandenmuster annähernd identisch ist. Besonders 
deutlich treten Banden der Molekulargewichte (190, 143 und 96 KDa) hervor. Bei diesen 
könnte es sich um die aktiven β-Galaktosidasen handeln und sie sind in beiden kommerziellen 
Präparationen vorhanden. In Spur 3 ist Größenausschluss-Chromatographie-Fraktion Ia 
aufgetragen. Es sind nur noch 4 deutliche Banden zu erkennen, deren Molekulargewichte zu 
190, 170, 143, und 120 kDa bestimmt werden können. In der Literatur werden den Isoformen 
der β-Galaktosidase aus Bacillus circulans unterschiedliche, durch SDS-PAGE ermittelte 
Molekulargewichte zugeordnet: β-Galaktosidase I (240 kDa) und β-Galaktosidase II (160 
kDa) [Mozaffar et al. 1984] und β-Galaktosidase I (212 kDa), β-Galaktosidase II (145 kDa) 
und β-Galaktosidase III (86 kDa) [Vetere et al. 1998]. Bei der 190-kDa-Bande in Spur 3 des 
Gels könnte es sich nach Vetere und Paoletti um die Isoform I der β-Galaktosidase handeln 
und bei der 143 kDa-Bande um Isoform II. Die von Vetere und Paoletti beschriebene Isoform 
III konnte nicht aufgereinigt werden. In Spur 4 des Gels wurde die Gelchromatographie-
Fraktion Ib aufgetragen. Es sind die Banden aus Fraktion Ia erkennbar, wobei die 143-kDa-
Bande stärker in Fraktion Ib als in Ia hervortritt. In Fraktion Ib sind noch weitere 
Proteinbanden geringeren Molekulargewichts zu erkennen. Die Ergebnisse der 
proteinbiochemischen Analyse sind in nachfolgender Tabelle dargestellt. 
 
Tabelle 22:  Ergebnisse der proteinbiochemischen Analyse zur Größenausschluss-Gelchromatographie 
der β-Galaktosidase Enzym-präparation aus Bacillus circulans „BIOLACTASA NTL CONC“ . 
FRAKTION
“POOL“ 
ELUTIONS-
VOLUMEN 
[mL] 
PROTEIN-
KONZENTRATION 
[mg/mL] 
VOL.  
AKTIVITÄT 
[U/mL] 
SPEZ. 
AKTIVITÄT 
[U/mg] 
Ia (F74-79) 222-237 0,3 16,7 56,5 
Ib (F80-84) 240-252 0,4 10,7 27,6 
 
Die proteinbiochemische Analyse der Gelchromatographie-Fraktionen Ia und Ib ergab einen 
Proteingehalt von 0,3 mg/mL für Fraktion Ia und 0,4 mg/mL für Fraktion Ib. Fraktion Ia wies 
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eine volumetrische Aktivität von 16,7 U/mL und eine spezifische Aktivität von 56,5 U/mg 
auf. Fraktion Ib wies eine volumetrische Aktivität von 10,7 U/mL und eine spezifische 
Aktivität von 27,6 U/mg auf. Die Aktivität wurde als diskontinuierliche pNPG-Hydrolyse bei 
37 °C und pH 6,0 gemessen. Fraktion Ib weist eine geringere Aktivität als Fraktion Ia auf, da 
mehr unspezifische Proteine enthalten sind. In Fraktions-Pool Ia liegen die β-Galaktosidasen 
angereichert vor und sind im SDS-Gel als einige wenige Banden zu erkennen. 
 
Neben der Analyse durch SDS-PAGE und Aktivitätstest, sind auch Substratspezifität und 
Regiospezifität der Hydrolysereaktion sehr wichtige zu prüfende Eigenschaften des Präparats. 
Die Hydrolysespezifizität der kommerziell erhältlichen β-Galaktosidase-Enzym-Präparation 
BIOLACTASA NTL CONC aus Bacillus circulans der Firma Biocon (Barcelona, Spanien) 
wurde dazu mit den Disacchariden Gal(β1-3)GlcNAc (LacNAc Typ 1), Gal(β1-4)GlcNAc 
(LacNAc Typ 2), and Gal(β1-6)GlcNAc untersucht (Abbildung 10).  
 
Abbildung 10: Hydrolysespezifität der kommerziell erhältlichen β-Galaktosidase-Enzym-Präparation 
BIOLACTASA NTL CONC aus Bacillus circulans der Firma Biocon (Barcelona, Spanien) bei 30 °C. 
♦ Gal(β1-3)GlcNAc, LacNAc Typ 1 ● Gal(β1-6)GlcNAc und ▲ Gal(β1-4)GlcNAc, LacNAc Typ 2. 
 
Die Ergebnisse deuten auf eine starke Präferenz gegenüber LacNAc Typ 2 hin. Eine sehr 
langsame Hydrolyse ist auch für Gal(β1-6)GlcNAc nachweisbar, während LacNAc Typ 1 
nicht hydrolysiert wird. Diese Ergebnisse bestätigen frühere Studien der regioselektiven N-
Acetyllaktosamin Synthese, die mit ähnlichen kommerziellen Enzympräparationen aus 
Bacillus circulans durchgeführt wurden [Vetere et al. 1996; Bridiau et al. 2011]. Die 
Produkte dieser Synthesen wurden isoliert und die Regiospezifität mittels NMR ermittelt. Die 
Ergebnisse decken sich mit der hier durchgeführten Hydrolysestudie und bestätigen die 
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Präferenz gegenüber der β1-4 und Akzeptanz der β1-6-glykosidischen Bindung. Das 
kommerzielle Enzympräparat erfüllt damit die Vorraussetzungen für die Studie der 
Transglykosylierungsreaktionen unter Mikrowelleneinstrahlung. 
 
4.1.2 Rekombinante β1-3-Galaktosidase (BgaC) aus Bacillus circulans 
 
Die speziefische β1-3-Galaktosidase wurde rekombinant hergestellt werden, da kein 
kommerzielles Produkt erhältlich war. Die rekombinante Herstellung einer mesophilen β-
Galaktosidase schafft ebenfalls die Vorraussetzung später den Einfluss von 
Mikrowelleneinstrahlung auf die Proteinstruktur testen zu können. Im nachfolgenden 
Ergebnisteil ist die Klonierung, Aufreinigung, biochemische Charakterisierung und der 
Einsatz für die Mikrowellenunterstützte Biokatalyse dargestellt. Am Ende dieses Abschnittes 
wird auch auf die Kristallisation der Proteinstruktur eingegangen. 
 
4.1.2.1  Klonierung 
 
Es wurde eine zweistufige Klonierungsstrategie verfolgt. Zunächst wurde das bgaC-Gen, 
welches für die β1-3-Galaktosidase kodiert durch homologe Primer aus genomischer DNA 
von Bacillus circulans vervielfältigt. Der erste Schritt der Klonierung des bgaC-Gens aus 
genomischer DNA war erfolgreich. Das Ergebnis der PCR wurde mittels 
Agarosegelelktrophorese überprüft. Das Gelbild ist im Anhang dargestellt (siehe  7.7). Zu 
erkennen ist deutlich, dass das PCR-Produkt mit der korrekten Gröβe für das bga-Gen erzeugt 
wurde. Durch weitere PCRs wurden im zweiten Schritt spezifische Restriktionsschnittstellen 
für die Expressionsvektoren erzeugt. Die genaue Beschreibung der Vektoren und Erzeugung 
der unterschiedlichen Konstrukte ist im Methodenteil ausführlich beschrieben ( 3.7). Es 
wurden drei Konstrukte erzeugt, die alle einen N-terminalen His-tag® enthalten. Ein 
Konstrukt (pET22b_His6PropBgaC) enthält eine Propeptid-Sequenz, von der angenommen 
wird, dass sie einen stablisierender Effekt auf das Fusionsprotein erzeugt. Es sollte untersucht 
werden, ob dies auch auf die β1-3-Galaktosidase zutrifft und sich hierraus ein positiver Effekt 
auf die Biokatalyse unter Mikrowelleneinstrahlung ergibt. Die Klonierung von 
pET22b_His6PropBgaC (bgaC in pET-22b(+), modifiziert durch L. Engels) wurde 
erfolgreich durchgeführt. Die Ergebnisse der Sequenzierung sind im Anhang dargestellt (siehe 
 7.8). Auch die Subklonierung von bgaC in pET-Duet-1 und pET-45b(+) um zwei weitere 
Konstrukte zu erzeugen war erfolgreich. Die Ergebnisse der analytischen Restriktion der drei 
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konstruierten Vektoren ( 3.7.1,  3.7.2,  3.7.3) sind im Anhang dargestellt (siehe  7.9). Die Gele 
weisen nach erfolgter Restriktion jeweils zwei Fragmente mit korrekter Gröβe für Vektor und 
Insert auf. 
4.1.2.2 Aufreinigung und biochemische Charakterisierung 
 
Nach Bestätigung des erfolgreich konstruierten pET22b_His6PropBgaC Vektors durch 
analytische Restriktion ( 3.5.5) und Sequenzierung, konnte das Fusionsprotein in E. coli 
JM109 (DE3) in Flüssigkultur expremiert werden ( 3.4.1,  3.7.4). Aus dem Rohextrakt wurde 
mittels IMAC ( 3.7.5) das Fusionsprotein mit His-tag® von den anderen Proteinen getrennt. In 
Abbildung 11 ist das Chromatogramm der IMAC-Aufreinigung dargestellt. 
 
 
Abbildung 11: Chromatogramm der präparativen IMAC-Reinigung des rekombinanten 
His6PropBgaC-Fusionsproteins. Auf der x-Achse wird das Elutionsvolumen in mL angegeben, auf der 
y-Achse das Absorptionssignal bei 280 nm in mAu angegeben Anhand des Absorptions-Signals (280 
nm) werden Durchfluss-, Wasch- und Elutionsfraktion unterschieden. 
 
Protein-enthaltende Fraktionen des Eluats wurden durch Bradford-Schnelltest ( 3.3.2) 
identifiziert und vereinigt. Sowohl der Rohextrakt als auch die Fraktionen der IMAC-
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Aufreinigung, wurden durch einen Bradford-Test auf ihren Proteingehalt getestet und einem 
Aktivitätstest ( 3.3.1) unterzogen. Die Ergebnisse sind in der Reinigungstabelle (Tabelle 23) 
dargestellt. 
 
Tabelle 23: Reinigungstabelle für das rekombinante Fusionsprotein His6PropBgaC 
SCHRITT VOLUMEN 
 
[mL] 
PROTEIN 
 
[mg] 
VOLUMETR. 
AKTIVITÄT 
[U/mL] 
SPEZIFISCHE 
AKTIVITÄT 
[U/mg] 
GESAMT- 
AKTIVITÄT 
[U] 
AUSBEUTE 
 
[%] 
REINIGUNGS- 
FAKTOR 
Rohextrakt 11,5 29 14,8 0,51 170 100 1 
IMAC-
Elution 
25 1 3,2 3,2 80 47 6,25 
 
Um die Aufreinigung und Identität des rekombinanten Proteins zu beurteilen, wurden SDS-
PAGE und western-blot durchgeführt ( 3.3.3). Die Ergebnisse sind in Abbildung 12 und 
Abbildung 13 dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 12: 8 %iges SDS-GEL nach Coomassie-Färbung zur Kontrolle der präparativen 
Proteinreinigung des rekombinanten Fusionsproteins His6PropBgaC. Es wurden jeweils 30 µg Protein 
pro Spur aufgetragen. Das theoretische Molekulargewicht des Fusionsproteins His6PropBgaC beträgt 
91 kDa. M: Proteingrößenstandard (PageRuler Prestained Protein Ladder); P: Pellet; R: Rohextrakt; 
F: Durchfluss; W: Waschfraktion und E: Elution. 
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Abbildung 13: Western-blot mit Immundetektion durch Peroxidase-gekoppelten Anti-His6-
Antikörper. Das theoretische Molekulargewicht des Fusionsproteins His6PropBgaC beträgt 91 kDa. 
M: Proteingrößenstandard (PageRuler Prestained Protein Ladder); P: Pellet; R: Rohextrakt; F: 
Durchfluss; W: Waschfraktion und E: Elution. 
 
Bei der IMAC Aufreinigung wurde ein deutlicher Elutionspeak (> 500 mAu) detektiert. Dies 
zeigt, dass eine relativ hohe Proteinmenge durch die erhöhte Imidazolkonzentration (von 20 
auf 250 mM Imidazol im Puffer) von der Säule gelöst wurde. Nach der IMAC Aufreinigung 
wurde eine spezifische Aktivität von 3,2 U/mg (37 °C, pH 6.0) für das His6PropBgaC 
Fusionsprotein festgestellt. Diese Aktivität ist für biokatalytische Zwecke geeignet und 
vergleichbar mit den in der Literatur erzielten Aktivitäten [Fujimoto et al. 1998]. Durch SDS-
PAGE und Western-blot Analyse mit Peroxidase-gekoppeltem Anti-His6-Antikörper wurde 
die Hauptbande in Spur „E“ bei 116 kDa als das His6PropBgaC Fusionsprotein ermittelt. Das 
scheinbare Molekulargewicht liegt 25 kDa über dem theoretischen Molekulargewicht von 91 
kDa. Dieser Effekt des Propeptids ist in der Literatur beschrieben [Rosenstein et al. 2000]. 
Das abweichende Laufverhalten von Fusionsproteinen in der SDS-PAGE wird auf den 
besonders hydrophilen Charakter des Propeptids zurückgeführt. Konstrukte ohne Propeptid 
zeigen eine deutlich bessere Übereinstimmung mit den theoretischen Molekulargewichten, 
wie im Folgenden für das Konstrukt His6BgaC gezeigt wird. 
 
Nach Bestätigung des erfolgreich konstruierten pETDuet-1_His6BgaC Vektors durch 
analytische Restriktion, konnte das Fusionsprotein in E. coli JM109 (DE3) in Flüssigkultur 
expremiert werden. Aus dem Rohextrakt wurde mittels IMAC das Fusionsprotein mit His-
tag® von den anderen Proteinen getrennt. In Abbildung 14 ist das Chromatogramm der IMAC-
Aufreinigung dargestellt.  
P           R           F            W           E       M  kDa
  Ergebnisse & Diskussion 
 74
 
Abbildung 14: Chromatogramm der präparativen IMAC-Reinigung des rekombinanten His6BgaC-
Fusionsproteins. Auf der x-Achse wird das Elutionsvolumen in mL angegeben, auf der y-Achse das 
Absorptionssignal bei 280 nm in mAu angegeben. Anhand des Absorptions-Signals (280 nm) werden 
Durchfluss-, Wasch- und Elutionsfraktion unterschieden. 
 
In der Elutionsfraktion wurden die Protein-enthaltenden Fraktionen durch Bradford-
Schnelltest identifiziert und vereinigt. Sowohl der Rohextrakt, als auch die Fraktionen der 
IMAC-Aufreinigung, wurden durch einen Bradford-Test auf ihren Proteingehalt getestet und 
einem Aktivitätstest unterzogen. Die Ergebnisse sind in der Reinigungstabelle (Tabelle 24) 
dargestellt. 
Tabelle 24: Reinigungstabelle für das rekombinante Fusionsprotein His6BgaC 
SCHRITT VOLUMEN 
 
[mL] 
PROTEIN 
 
[mg] 
VOLUMETR. 
AKTIVITÄT 
[U/mL] 
SPEZIFISCHE 
AKTIVITÄT 
[U/mg] 
GESAMT- 
AKTIVITÄT 
[U] 
AUSBEUTE 
 
[%] 
REINIGUNGS- 
FAKTOR 
Rohextrakt 11 32 56 1,75 616 100 1 
IMAC-
Elution 
22,5 6,7 21,5 3,21 483,75 78,5 1,8 
 
Um die Aufreinigung und Identität des rekombinanten Proteins zu beurteilen wurden SDS-
PAGE und western-blot durchgeführt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 15 und  
Abbildung 16 dargestellt. 
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Abbildung 15: 8 %iges SDS-Gel nach Coomassie-Färbung zur Kontrolle der präparativen 
Proteinreinigung des rekombinanten Fusionsproteins His6BgaC. Es wurden jeweils 30 µg Protein pro 
Spur aufgetragen. Das theoretische Molekulargewicht des Fusionsproteins His6BgaC beträgt 68,5 
kDa. M: Proteingrößenstandard (PageRuler Prestained Protein Ladder); P: Pellet; R: Rohextrakt; F: 
Durchfluss; W: Waschfraktion und E: Elution. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 16: Western-blot mit Immundetektion durch Peroxidase-gekoppelten Anti-His6-
Antikörper. Das theoretische Molekulargewicht des Fusionsproteins His6BgaC beträgt 68,5 kDa. M: 
Proteingrößenstandard (PageRuler Prestained Protein Ladder); P: Pellet; R: Rohextrakt; F: 
Durchfluss; W: Waschfraktion und E: Elution. 
 
Bei der IMAC Aufreinigung wurde ein deutlicher Elutionspeak (> 2000 mAu) detektiert. Dies 
zeigt, dass eine relativ hohe Proteinmenge durch die erhöhte Imidazolkonzentration von der 
Säule gelöst wurde. Nach der IMAC Aufreinigung wurde eine spezifische Aktivität von 3,2 
U/mg (37 °C, pH 6.0) für das His6BgaC Fusionsprotein festgestellt. Diese Aktivität ist für 
biokatalytische Zwecke geeignet und vergleichbar mit den in der Literatur erzielten 
Aktivitäten [Fujimoto et al. 1998]. Durch SDS-PAGE und Western-blot Analyse mit 
Peroxidase-gekoppeltem Anti-His6-Antikörper wurde die Hauptbande in Spur „E“ bei 65 kDa 
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als das His6BgaC Fusionsprotein ermittelt. Das apparente Molekulargewicht ist in guter 
Übereinstimmung mit dem theoretischen Molekulargewicht von 68,5 kDa.  
 
Die Hydrolysespezifizität des His6BgaC Fusionsproteins wurde mit den Disacchariden 
Gal(β1-4)Glc (Laktose), Gal(β1-6)GlcNAc und Gal(β1-3)GlcNAc (LacNAc Typ 1) 
untersucht (siehe Abbildung 17).  
 
Abbildung 17: Hydrolysespezifität des His6BgaC Fusionsproteins bei 30 °C in 50 mM Citrat-
NaH2PO4-Puffer, pH 6,0. ▲ Gal(β1-4)Glc, Laktose ● Gal(β1-6)GlcNAc und ♦ Gal(β1-3)GlcNAc 
(LacNAc Typ 1) 
 
Die Ergebnisse deuten auf eine starke Präferenz gegenüber LacNAc Typ 1 hin. Eine deutliche 
Hydrolyse ist auch für Gal(β1-6)GlcNAc nachweisbar, während Laktose (Gal(β1-4)Glc) nicht 
hydrolysiert wird. Diese Ergebnisse sind konform mit früheren Hydrolysestudien der 
rekombinanten β3-Galaktosidase aus Bacillus circulans (BgaC) [Fujimoto et al. 1998] und 
bestätigen die Präferenz gegenüber der β1-3 und Akzeptanz der β1-6-glykosidischen 
Bindung. Dieser Biokatalysator hat damit beste Vorraussetzungen, um für synthetische 
Katalysen unter Miktrowelleneinstrahlung verwendet zu werden. 
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4.2 Effekt der Mikrowelleneinstrahlung auf die Enzymaktivität 
 
Der spezifische Mikrowelleneffekt ermöglicht definitionsgemäβ biokatalytische Reaktionen, 
die unter Standardbedingungen im Heizblock nicht den beobachteten Verlauf erzielen 
würden. Dies wurde kürzliche für eine β-Glukosidase des hyperthermophilen Archeons 
Pyrococcus furiosus gezeigt [Young et al. 2008]. Die enzymatische Aktivität der 
hypertermophilen β-Glukosidase wurde unter Standardbedingungen und unter 
Mikrowelleneinstrahlung bei Temperaturen weit unterhalb des Optimums bestimmt. Ohne 
Mikrowelleneinstrahlung konnte bei niedrigen Temperaturen keine signifikante 
Enzymaktivität festgestellt werden. Im Gegensatz dazu wurde das Enzym unter 
Mikrowelleneinstrahlung bei 300 Watt und identischer Reaktionstemperatur stark aktiviert. 
Im folgenden Teil dieser Arbeit wird dieser Effekt der Mikrowelleneinstrahlung auf die 
Enzymaktivität der kommerziellen β1-4-Galaktosidase und der rekombinanten β1-3-
Galaktosidase aus Bacillus circulans getestet. 
 
4.2.1 Kommerzielle β1-4-Galaktosidase 
 
Unter den gleichen Vorraussetzungen wie bei Young et al beschrieben (online 
Temperaturmessung und Reaktionsbedingungen unterhalb des des vom Hersteller 
angegebenen Temperaturoptimums für dieses Enzym) wurde in dieser Arbeit der 
Mikrowelleneffekt auf die mesophile β1-4-Galaktosidase aus Bacillus circulans getestet. Die 
Hydrolyse von pNPG durch „BIOLACTASA NTL CONC“ wurde unter 
Mikrowelleneinstrahlung und im Heizblock getestet, indem ein Temperaturgradient zwischen 
8 – 20 °C in 60 Sekunden durchgeführt und unmittelbar danach die Reaktion durch pH-Shift 
beendet wurde. Die Temperaturgradienten im Heizblock und unter Mikrowelleneinstrahlung 
sind annähernd deckungsgleich (Abbildung 18). 
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Abbildung 18: Temperaturprofile im Heizblock ● und Mikrowelleneinstrahlung ■. 
 
Bei der Reaktion unter dem angegebenen Temperaturgradienten von 8 – 20 °C wurde unter 
Mikrowelleneinstrahlung innerhalb von 60 Sekunden zweifach mehr pNP freigesetzt, als 
unter Standardbedingungen im Heizblock (Abbildung 19). Bei der Negativkontrolle unter 
Mikrowelleneinstrahlung ohne Enzym wurden lediglich 0,02 % des pNPG hydrolysiert. Dies 
zeigt, dass die Mikrowelleneinstrahlung einen direkten Effekt auf den Biokatalysator hat und 
nicht etwa selbst für die Spaltung der glykosidischen Bindung verantwortlich ist. 
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Abbildung 19: Mikrowelleneffekt auf die Hydrolyse von pNPG durch β-Galaktosidase aus Bacillus 
circulans “BIOLACTASA NTL CONC“ (Biocon, Barcelona, Spanien). Temperatur wie im 
Temperaturprofi oben angegeben, 8 – 20 °C in 1 Minute in 50 mM Citrat-Phosphat-Puffer pH 4,5. 
Links Mikrowelleneinstrahlung, rechts Standardbedingungen im Heizblock. 
 
Der beobachtete Aktivierungseffekt bei der Hydrolyse von pNPG bezieht sich auf ein 
Kurzzeitexperiment von einer Minute. Im Folgenden wird der Langzeiteffekt von 
Mikrowellen auf die Enzymaktivität über eine Stunde gemessen. Die nachfolgenden 
Experimente beziehen sich auf eine Messung der Enzymaktivität, die wie im Methodenteil 
angegeben durchgeführt wurden  3.3.1). Der einzige Unterschied besteht in der Heizmethode. 
Die Versuche wurden unter herkömmlichen Bedingungen im Heizblock, d.h. wie im 
Methodenteil für den Aktivitätstest angegeben durchgeführt und ebenfalls bei 30 °C, aber 
unter Mikrowelleneinstrahlung durchgeführt und anschlieβend, als relative Aktivität 
dargestellt, verglichen. Die nachfolgenden Experimente wurden bei 30 °C im Heizblock, 
sowie unter ~20 Watt Mikrowelleneinstrahlung durchgeführt. Enzym- und 
Substratkonzentration, Puffer und Temperatur waren bei beiden Ansätzen gleich. Die 
Enzymaktivität wurde wie im Methodenteil beschrieben, bestimmt (siehe  3.3.1 und  3.6.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 20: Hydrolytische Aktivität des kommerziellen Enzympräparats „BIOLACTASA NTL 
CONC“ (Biocon, Barcelona, Spanien) bei 30 °C im Heizblock ● und unter ~20 Watt 
Mikrowelleneinstrahlung ■. 100 % relative Aktivität entsprechen der Aktivität ohne 
Mikrowellen/Temperatur Inkubation. Box: Ausschnitt der Aktivitätsmessung der ersten 5 Minuten.  
 
Die hydrolytische Aktivität der kommerziellen β-Galaktosidase BIOLACTASA NTL CONC 
(Biocon, Barcelona, Spanien) sinkt bei 30 °C deutlich schneller unter 
Mikrowelleneinstrahlung, als unter Standardbedingungen im Heizblock (Abbildung 20). 
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Mikrowelleneinstrahlung hat einen starken Einfluss auf die Langzeitaktivität des Enzyms. 
Bereits nach 30 Minuten unter ~20 Watt Mikrowelleinstrahlung ist kaum noch Aktivität 
nachzuweisen. Im Gegensatz dazu ist das Enzym im Heizblock bei 30 °C zu diesem Zeitpunkt 
noch zu 20 % aktiv. Auch die Intensität der Einstrahlung hat einen Einfluss, wie in dem 
nachfolgenden Experiment zu sehen ist, bei dem diese variiert wurde. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 21: Hydrolytische Aktivität des kommerziellen Enzympräparats „BIOLACTASA NTL 
CONC“ (Biocon, Barcelona, Spanien) bei 30 °C, ~11 Watt ●, ~16 Watt □ und ~20 Watt ■ 
Mikrowelleneinstrahlung. 100 % relative Aktivität entsprechen der Aktivität ohne 
Mikrowellen/Temperatur Inkubation. Box: Ausschnitt der Aktivitätsmessung der ersten 15 Minuten.  
 
Bei verringerter Mikrowelleneinstrahlungsintensität aber gleicher Synthesetemperatur, sinkt 
die hydrolytische Aktivität des Enzyms mit niedrigerer Rate. Die Variation der 
Einstrahlungsintensität konnte nur durch die Verbindung des Mikrowellenreaktors mit einem 
externen Kryostaten erreicht werden ( 3.1.1) und stellt eine neue Möglichkeit auf dem Gebiet 
der mikrowellenunterstützten Biokatalyse dar über diesen Parameter Einfluss auf den 
Reaktionsverlauf zu nehmen. Zu diesem Zeitpunkt sind keine Publikationen zu enzymatischen 
Reaktionen unter variierender Einstrahlungsintensität und konstanter Synthesetemperatur 
veröffentlicht. Die aktuelle Literatur berichtet von erhöhten Reaktionsraten für 
Kurzzeitexperimente mit hyperthermophilen Glykosidasen [Young et al. 2008] und 
Mikrowelleneffekten auf Transesterifikationen mit den kommerziellen, immobilisierten 
Lipasen „Novozyme 435“ und „Lipozyme IM“ [Nogueira et al. 2010]. Es wird von erhöhter 
Aktivität unter Mikrowelleneinstrahlung berichtet, aber auch von einem Abfall der 
katalytischen Aktivität bei langen Reaktionszeiten, was von den Autoren als 
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Enzymdeaktivierung durch Mikrowelleneinstrahlung interpretiert wird. Obwohl hier im 
Vergleich zwar ein mesophiles, freies Enzym verwendet wurde, deuten die Ergebnisse jedoch 
auf den selben Umstand hin: Die β1-4-Galaktosidase wird durch die Mikrowelleneinstrahlung 
zunächst aktiviert (Kurzzeitexperiment) und dann deaktiviert (Langzeitexperiment). 
  
4.2.2 Rekombinante β1-3-Galaktosidase 
 
Die beschriebene kommerzielle Enzympräparation kann zwar wie beschrieben charakterisiert 
werden, aber da es sich um eine Enzymmischung handelt, kann wenig Einfluss auf den 
Biokatalysator genommen werden. Es ist wünschenswert, dass der Biokatalysator möglichst 
stabil unter Mikrowelleneinstrahlung ist. Diese Möglichkeiten der Einflussnahme bietet ein 
rekombinantes Protein, das durch Klonierung konstruiert werden kann. Die rekombinante β1-
3-Galaktosidase wurde mit dem Propeptid einer Lipase fusioniert, um zu testen, ob eine 
höhere Stabilität unter Mikrowelleneinstrahlung gegenüber dem Konstrukt ohne Propeptid 
erzielt werden kann. 
 
Die hydrolytische Aktivität der beiden Fusionsproteine His6PropBgaC und His6BgaC wurde 
daher untersucht. Dazu wurden die Enzymlösungen durch Verdünnung auf 2,6 U/mL 
eingestellt, um identische Ausgangsbedingungen zu schaffen. Um Veränderungen in der 
Enzymaktivität, entweder dem Temperatureffekt oder der Mikrowelleneinstrahlung 
zuschreiben zu können, wurden die Reaktionen bei 30 °C, in Citrat-Phosphatpuffer pH 4,5, im 
Heizblock und unter 65-80 Watt Mikrowelleneinstrahlung durchgeführt. 
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Abbildung 22: Hydrolytische Aktivität des His6BgaC Fusionsproteins bei 30 °C unter im 
Heizblock ● und 65-80 Watt Mikrowelleneinstrahlung ■. Der Ansatz enthielt 1/3 Enzymlösung (2,6 
U/mL) und 2/3 50 mM Citrat-NaH2PO4-Puffer pH 4,5. 100 % relative Aktivität entsprechen der 
Aktivität ohne Mikrowellen/Temperatur Inkubation.  
 
Die hydrolytische Aktivität des His6BgaC Fusionsproteins sinkt bei 30 °C deutlich schneller 
unter Mikrowelleneinstrahlung, als unter Standardbedingungen im Heizblock (Abbildung 22).  
Nach 90 Minuten unter 65-80 Watt Mikrowelleinstrahlung ist nur noch etwa 20 % der 
ursprünglichen Aktivität nachzuweisen. Im Gegensatz dazu hat das Enzym unter 
herkömmlichen Bedingungen im Heizblock bei 30 °C nur geringfügig an Aktivität verloren.  
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Abbildung 23: Hydrolytische Aktivität des His6PropBgaC Fusionsproteins bei 30 °C unter 
herkömmlichen Versuchsbedingungen im Heizblock ● und 65-80 Watt Mikrowelleneinstrahlung ■. 
Der Ansatz enthielt 1/3 Enzymlösung (2,6 U/mL) und 2/3 50 mM Citrat-NaH2PO4-Puffer pH 4,5. 100 
% relative Aktivität entsprechen der Aktivität ohne Mikrowellen/Temperatur Inkubation.  
 
Die hydrolytische Aktivität des His6PropBgaC Fusionsproteins sinkt bei 30 °C unter 
Mikrowelleneinstrahlung ebenfalls deutlich schneller, als unter Standardbedingungen im 
Heizblock (Abbildung 23). Ein stabilisierender Effekt des Propeptids auf das Fusionsprotein 
konnte nicht nachgewiesen werden. Besonders von Interesse war die Aktivität unter 
Mikrowelleneinstrahlung. In Abbildung 24 sind die relativen Aktivitäten der beiden 
Fusionsprotein unter Mikrowelleneinstrahlung im direkten Vergleich dargestellt. 
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Abbildung 24: Vergleich der hydrolytischen Aktivität der Fusionsproteine His6BgaC■ und 
His6PropBgaC■ bei 30 °C unter 65-80 Watt Mikrowelleneinstrahlung. Die Ansätze enthielten 1/3 
Enzymlösung (2,6 U/mL) und 2/3 50 mM Citrat-NaH2PO4-Puffer pH 4,5. 100 % relative Aktivität 
entsprechen der Aktivität ohne Mikrowellen/Temperatur Pre-inkubation.  
 
Im direkten Vergleich der Aktivitätsverläufe in Abbildung 24 ist deutlich zu erkennen, dass 
sich die beiden Fusionsproteine His6PropBgaC und His6BgaC annähernd identisch verhalten. 
Es ist keinerlei Effekt des Propeptids nachzuweisen. Nach 90 Minuten unter 68-80 Watt 
Mikrowelleneinstrahlung ist bei beiden Fusionsproteinen eine Restaktivität von 20 % 
vorhanden. 
4.3 Transglykosylierungsreaktionen unter Mikrowelleneinstrahlung 
4.3.1 Synthese β1-4-verknüpfter UDP-Oligosaccharide mit Biolacta N5TM 
 
Die Synthese von UDP-Laktose, einem Nukleotiddisaccharid der Struktur Gal(β1-4)Glc(α1-
UDP, wurde zunächst mit dem gut charakterisierten, kommerziellen Enzympräparat „Biolacta 
N5TM“ (Daiwa Kasei KK, Osaka, Japan) durchgeführt, bevor auf das spanische Produkt 
“BIOLACTASA NTL CONC“ gewechselt wurde. Die photometrische Messung der Aktivität 
durch Freisetzung von p-Nitrophenol ergab eine volumetrische Aktivität (Av) von 454 U/mL 
und eine spezifische Aktivität (As) von 3 U/mg bei 37 °C und einem pH-Wert von 6,0 für das 
japanische Produkt. Die Bacillus circulans β-Galaktosidase ist insbesondere bekannt für 
exzellente Transglykosylierungseingenschaften [Nakano et al. 1991; Kobayashi et al. 1994; 
Vetere et al. 1996; Bridiau et al. 2010]. Bei hohen Substratkonzentrationen katalysiert die β-
Galaktosidase eine Transglykosylierung mit Transfer von Galaktose auf ein Akzeptormolekül. 
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Ist UDP-Glukose das Akzeptormolekül, entsteht ein nukleotidaktiviertes Disaccharid (UDP-
Lac), durch weiteren Galaktose-Transfer entstehen nukleotidaktivierte Oligosaccharide. Ist 
Laktose der Akzeptor, entstehen Galaktooligosaccharide (GAOS). Ein Nachteil der 
Transglykosylierung ist die Hydrolyse des Produktes durch dasselbe Enzym. Im Arbeitskreis 
Elling wurden bereits Synthesen von UDP-Oligosacchariden mit Bacillus circulans β-
Galaktosidase bei -5 °C durchgeführt, um den Wassergehalt im Reaktionsansatz zu reduzieren 
und die Produkthydrolyse zu unterdrücken [Zervosen et al. 2001]. Der Tieftemperaturansatz 
bringt den Nachteil start verlängerter Reaktionszeiten mit sich. Im Rahmen dieses Projektes 
wird daher ein andere Ansatz verfolgt um die Sythese effizienter zu gestalten. In dieser Arbeit 
wird der Einfluss von Mikrowelleneinstrahlung auf die Synthese von nukleotidaktivierten 
Oligosacchariden untersucht. Es werden Produktbildung und Verluste durch enzymatische 
Hydrolyse betrachtet. Experimente mit 100 mM UDP-Glukose als Akzeptor und 500 mM 
Laktose als Donorsubstrat wurden bei 30 °C im Heizblock und im Vergleich dazu im 
Mikrowellenreaktor bei 30 °C und ~ 75 Watt durchgeführt, um UDP-Laktose (Gal(β1-
4)Glc(α1-UDP) und längerkettige nukleotidaktivierte Oligosaccharide herzustellen (Abbildung 
25). 
 
Abbildung 25: Vergleich der Bildung von UDP-aktivierten Oligosacchariden bei 30 °C mit 
kommerzieller β-Galaktosidase aus B. circulans (Biolacta N5TM, Daiwa Kasei KK, Osaka, Japan) 
unter thermischer Hitze (TH) und ~ 75 Watt Mikrowelleneinstrahlung (MWI). 500 mM Laktose 
wurden als Donorsubstrat eingesetzt und 100 mM UDP-Glc als Akzeptorsubstrat. UDP-
Oligosaccharide wurden mittels CE analysiert und als die Summe aller Produkte im Diagramm 
aufgetragen. Produkte: UDP-aktivierte Oligosaccharide unter TH ● und unter MWI ■. Substrate: 
UDP-Glc unter TH ○ und unter MWI □. 
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In Abbildung 25 ist die Bildung von UDP-aktivierten Oligonukleotiden in einem Versuch bei 
30 °C mit und ohne Mikrowelleneinstrahlung gezeigt. Innerhalb der ersten 30 Minuten ist bei 
dem Versuch im Heizblock eine höhere Produktbildung zu sehen. Während die anfänglichen 
Bildungsraten sehr vergleichbar, steigt die Produktbildung im Heizblock weiter bis ca. 28 mM 
an, während bei ca 22 mM unter Mikrowelleneinstrahlung ein Maximalwert erreicht ist. Im 
weiteren Verlauf tritt jedoch bei dem Versuch, der herkömmlich im Heizblock durchgeführt 
wurde nach ca. 30 Minuten Hydrolyse der Produkte ein, während die Produkte unter 
Mikrowelleneinstrahlung scheinbar eine höhere Stabilität aufweisen. Die Zeit-Umsatzkurve 
der Einzelprodukte (Abbildung 26) zeigt deutlich, dass einzelne Substanzen unter 
Mikrowelleneinstrahlung stabilisiert werden. UDP-Laktose ist nach 30 Minuten das 
Hauptprodukt, gefolgt von UDP-Tri und Tetrasaccharid. Diese Produktverteilung bleibt über 
einen Zeitraum von 4 Stunden stabil. Im Gegensatz dazu, wird UDP-Laktose unter 
herkömmlichen Versuchsbedingungen aufgrund enzymatischer Hydrolyse schnell zugunsten 
des Trisaccharids und der Hydrolyse zu UDP-Glc abgebaut (Abbildung 27). Dies zeigt, dass 
sich die Versuchsführung unter herkömmlichen Bedingungen schwieriger gestaltet, als unter 
dem Einfluss von Mikrowellen, wodurch die Produkte in einem stabilen Verhältnis 
zueinander stehen. Eine Unterdrückung der Produkthydrolyse wurde auch bei einer 
Versuchsführung bei -5 °C festgestellt und auf den verringerten Wassergehalt zurückgeführt 
[Nieder et al. 2003]. Der Nachteil dabei war jedoch, dass Produkte erst nach langen 
Inkubationszeiten nachgewiesen wurden. Nach 2 Tagen bi -5 °C wurde eine Ausbeute von 25 
mM des Disaccharids und 4,3 mM des Trisaccharids angegeben (HPLC-Messung). Im 
Vergleich dazu, ist ein Versuch unter Mikrowellen bei 30 °C nach einer Stunde mit einer 
Gesamtausbeute von ca. 22 mM und UDP-Oligosacchariden bis zum Tetra-saccharid 
abgeschlossen (CE-Messung). 
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Abbildung 26: Bildung von UDP-aktivierten Oligosacchariden bei 30 °C mit kommerzieller β-
Galaktosidase aus B. circulans (Biolacta N5TM, Daiwa Kasei KK, Osaka, Japan) unter ~ 75 Watt 
Mikrowelleneinstrahlung. 500 mM Laktose wurden als Donorsubstrat eingesetzt und 100 mM UDP-
Glc als Akzeptorsubstrat. UDP-Oligosaccharide wurden mittels CE analysiert. Produkte: UDP-Lac ■, 
UDP-Trisaccharid ♦, UDP-Tetrasaccharid ▲ und UDP-Pentasaccharid ●, Substrat: UDP-Glc □.  
 
 
Abbildung 27: Bildung von UDP-aktivierten Oligosacchariden bei 30 °C mit kommerzieller β-
Galaktosidase aus B. circulans (Biolacta N5TM, Daiwa Kasei KK, Osaka, Japan) im Heizblock. 500 
mM Laktose wurden als Donorsubstrat eingesetzt und 100 mM UDP-Glc als Akzeptorsubstrat. UDP-
Oligosaccharide wurden mittels CE analysiert. Produkte: UDP-Lac ■, UDP-Trisaccharid ♦ , UDP-
Tetrasaccharid ▲ und UDP-Pentasaccharid ●, Substrat: UDP-Glc □.  
 
Die Synthese von UDP-aktivierten Oligosacchariden bei 30 °C unter 
Mikrowelleneinstrahlung hat den klaren Vorteil einer definierten Produktverteilung über die 
0
2
4
6
8
10
12
14
16
18
20
22
0 50 100 150 200 250
Zeit   [Minute]
U
D
P-
O
lig
os
ac
ch
ar
id
e 
  [
m
M
]
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
U
D
P-
G
lu
ko
se
   
[m
M
]
0
2
4
6
8
10
12
14
16
18
20
22
0 50 100 150 200 250
Zeit   [Minute]
U
D
P-
O
lig
os
ac
ch
ar
id
e 
  [
m
M
]
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
U
D
P-
G
lu
ko
se
   
[m
M
]
  Ergebnisse & Diskussion 
 88
gesamte Reaktionsdauer. Dieser Umstand erleichtert die Reaktionsführung und die Isolierung 
einzelner Produkte aus dem Syntheseansatz. 
 
Im Vergleich zu den bereits gezeigten Ergebnissen der Synthese von UDP-Oligosacchariden 
bei 30 °C sind nachfolgend die Ergebnisse der Synthese bei 10 °C gezeigt (Abbildung 28). 
Durch die niedrigere Synthesetemperatur ist die Mikrowelleneinstrahlungsintensität ebenfalls 
geringer. Eine mittlere Einstrahlungsintensität von 30 Watt ist bereits ausreichend, um die 
Synthesetemperatur von 10 °C zu erreichen. An Abbildung 28 ist zu erkennen, dass sich der 
bei 30 °C unter hoher Mikrowelleneinstrahlung von 75 Watt festgestellte stabilisierende 
Effekt hier nicht einstellt. Diese mag daran liegen, dass die Einstrahlungsintensität bei 10 °C 
nicht hoch genug ist. Die Produkthydrolyse findet sowohl mit, als auch ohne 
Mikrowelleneinstrahlung statt. Dennoch ist die anfängliche Produkbildungsrate unter 
Mikrowelleneinstrahlung höher. Der Maximalwert von ca. 26 mM wird eher erreicht. Da die 
eingesetzte Enzymmenge gleich war, könnte es sich hier um einen aktivierenden Effekt der 
Mikrowelleneinstrahlung auf den Biokatalysator handeln. Die Einstrahlungsintensität ist 
jedoch so gering, dass die bei 75 Watt beobachtete anschlieβende Deaktivierung des Enzyms 
ausbleibt. 
 
Abbildung 28: Vergleich der Bildung von UDP-aktivierten Oligosacchariden bei 10 °C mit 
kommerzieller β-Galaktosidase aus B. circulans (Biolacta N5TM, Daiwa Kasei KK, Osaka, Japan) 
unter thermischer Hitze (TH) und ~ 30 Watt Mikrowelleneinstrahlung (MWI). 500 mM Laktose 
wurden als Donorsubstrat eingesetzt und 100 mM UDP-Glc als Akzeptorsubstrat. UDP-
Oligosaccharide wurden mittels CE analysiert und als die Summe aller Produkte im Diagramm 
aufgetragen. Produkte: UDP-aktivierte Oligosaccharide unter TH ● und unter MWI ■. Substrate: 
UDP-Glc unter TH ○ und unter MWI □. 
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Die Verteilung der einzelnen Produkte ist unter Mikrowelleneinstrahlung bei 10 °C und 30 
Watt (Abbildung 29) vergleichbar unstetig wie im Heizblock (Abbildung 30). 
 
Abbildung 29: Bildung von UDP-aktivierten Oligosacchariden bei 10 °C mit kommerzieller β-
Galaktosidase aus B. circulans (Biolacta N5TM, Daiwa Kasei KK, Osaka, Japan) unter ~ 30 Watt 
Mikrowelleneinstrahlung. 500 mM Laktose wurden als Donorsubstrat eingesetzt und 100 mM UDP-
Glc als Akzeptorsubstrat. UDP-Oligosaccharide wurden mittels CE analysiert. Produkte: UDP-Lac ■, 
UDP-Trisaccharid ♦ , UDP-Tetrasaccharid ▲ und UDP-Pentasaccharid ●, Substrat: UDP-Glc □.  
 
 
Abbildung 30: Bildung von UDP-aktivierten Oligosacchariden bei 10 °C mit kommerzieller β-
Galaktosidase von B. circulans (Biolacta N5TM, Daiwa Kasei KK, Osaka, Japan) im Heizblock. 500 
mM Laktose wurden als Donorsubstrat eingesetzt und 100 mM UDP-Glc als Akzeptorsubstrat. UDP-
Oligosaccharide wurden mittels CE analysiert. Produkte: UDP-Lac ■, UDP-Trisaccharid ♦ und UDP-
Tetrasaccharid ▲, Substrat: UDP-Glc □.  
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In den hier dargestellten Versuchen mit kommerzieller β-Galaktosidase aus Bacillus circulans 
(Daiwa Kasei, K.K., Japan), wurde die im Arbeitskreis etablierte Synthese von UDP-
aktivierten Oligosacchariden mit Galaktosidasen [Zervosen et al. 2001; Nieder et al. 2003] 
reproduziert und eine CE-UV Analytik der entstehenden UDP-Oligosaccharide eingeführt. 
Dabei ist deutlich die Problematik der Produkthydrolyse zu erkennen. Diese Problematik wird 
hier neu aufgegriffen und ein innovativer Lösungsansatz (mikrowellenunterstützte 
Biokatalyse) beschritten, da der früher verwendete Tieftemperaturansatz zur Vermeidung der 
Produkthydrolyse zu stark verlängerten Synthesezeiten (bis zu drei Tagen) führte. 
 
4.3.2 Synthese β1-4-verknüpfter UDP-Oligosaccharide mit BIOLACTASA 
 
Die Synthese von UDP-aktivierten Oligosacchariden wurde mit dem kommerziellen 
Enzympräparat „BIOLACTASA NTL CONC“ (Biocon, Barcelona, Spanien) fortgesetzt, 
welches ebensfalls β-Galaktosidasen aus Bacillus circulans enthält, da das japanische Produkt 
nicht länger erhältlich war. Dieses kommerzielle Enzympräparat ist dem Präparat, „Biolacta 
N5TM“ (Daiwa Kasei KK, Osaka, Japan) [Nakanishi et al. 1983; Mozaffar et al. 1984; 
Mozaffar et al. 1987; Mozaffar et al. 1988; Mozaffar et al. 1989; Vetere et al. 1996; Zervosen 
et al. 2001; Nieder et al. 2003] sehr ähnlich, wie deutlich an der SDS-PAGE Analyse 
ersichtlich ist (Abbildung 9). Um sicherzustellen, dass die bereits von Zervosen [Zervosen et 
al. 2001] optimierten Versuchsbedingungen für die UDP-Oligosaccharidsynthese auch für 
dieses Enzympräparat übernommen werden können, wurde zunächst die 
Donorsubstratkonzentration (Laktose) in den nachfolgend beschriebenen Versuchen variiert. 
Vergleichsstudien bei 30 °C wurden mit dem kommerziellen Enzympräparat „BIOLACTASA 
NTL CONC“ (Biocon, Barcelona, Spanien) für unterschiedliche Konzentrationen des 
Donorsubstrats Laktose durchgeführt. Unter Standardreaktionsbedingungen im Heizblock, 
sowie bei ~20 Watt Mikrowelleneinstrahlung, wurden 300, 400 und 500 mM Laktose als 
Donorsubstrat und jeweils 100 mM UDP-Glukose als Akzeptorsubstrat für die Synthese von 
UDP-aktivierten Oligosacchariden eingesetzt. Die Analyse erfolgte durch CE-UV. Die 
Bildung der UDP-aktivierten Oligosaccharide (Summenparameter) ist für die Reaktion mit 
und ohne Mikrowelleneinstrahlung in Abbildung 31 dargestellt. 
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A 
 
B 
 
Abbildung 31: Vergleich der UDP-Oligosaccharid Synthese bei 30 °C und 100 mM UDP-Glc als 
Akzeptorsubstrat mit dem kommerziellen Enzympräparat „BIOLACTASA NTL CONC“ (Biocon, 
Barcelona, Spanien) bei variierender Laktosekonzentration im Heizblock (A) und unter ~ 20 Watt 
Mikrowelleneinstrahlung (B). UDP-Oligosaccharide bei 300 mM ♦, 400 mM □ und 500 mM ● 
Laktose. 
 
Bei einer hohen Laktosekonzentration von 500 mM können maximale Ausbeuten von ca. 24 
mM der nukleotid-aktivierten Oligosaccharide erzielt werden. Diese werden jedoch nach 
unterschiedlichen Reaktionszeiten erreicht. Die Mikrowelleneinstrahlung führt hier bei 
gleichen Enyzmmengen zu einer Verlangsamung der Reaktion. Durch eine Erhöhung der 
Laktosekonzentration über 500 mM hinaus bis zum Erreichen der Löslichkeitsgrenze, wurde 
keine Steigerung der Produktkonzentration erreicht (Ergebnisse nicht dargestellt). Die 
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Problematik der Produkthydrolyse wird in Abbildung 31A deutlich, in der die Ergebnisse der 
Synthesen unter Standardbedingungen dargestellt sind. Bereits nach 15 Minuten sinkt die 
Ausbeute an UDP-Oligosacchariden um 25 -50 %. Im Vergleich dazu (Abbildung 31B) stellt 
sich unter Mikrowelleneinstrahlung nach ca. 15 Minuten eine stabile Produktkonzentration 
ein, die jeweils der maximal erreichbaren Produktausbeute entspricht. Im Folgenden wird die 
Synthese unter optimierten Bedingungen (500 mM Laktose) mit dem neu eingeführten 
spanischen Enzympräparat detailliert dargestellt und die Verteilung der einzelnen Produkte 
unter Standardbedingungen und unter Mikrowelleneinstrahlung analysiert. 
Mikrowelleneinstrahlung kann in der Biokatalyse zu einer Aktivierung des Enzyms führen 
[Young et al. 2008]. Die Ergebnisse des pNPG-Hydrolyse Versuchs (Abbildung 19) deuten 
darauf hin, dass die kommerzielle β-Galaktosidase „BIOLACTASA NTL CONC“ (Biocon, 
Barcelona, Spanien) durch Mikrowellen aktiviert werden kann. Angetrieben von diesen 
Ergebnissen wird im Folgenden der Einfluss von Mikrowelleneinstrahlung auf die Synthese 
von UDP-Oligosacchariden bei 30 °C und optimierten Reaktionsbedingungen (100 mM UDP-
Glc(NAc), 500 mM Laktose; 680 U/mL „BIOLACTASA NTL CONC“ in 50 mM Citrat-
Phosphat-Puffer pH 4.5) untersucht, um zu analysieren, ob sich auch auf die 
Transglykosylierungsreaktion ein positver Effekt der Mikrowelleneinstrahlung nachweisen 
lässt. Die Temperatur und Mikrowelleneinstrahlung wurden, wie bereits bei den einführenden 
Versuchen mit dem japanischen Enzympräparat durchgeführt, für die Synthese im 
Mikrowellenreaktor kontinuierlich online gemessen. Die Aufzeichnung dieser Parameter ist in 
Abbildung 32 für den nachfolgenden Versuch dargestellt und soll daher an dieser Stelle 
diskutiert werden. Deutlich zu erkennen ist, dass beide Messwerte über die Versuchsdauer 
von 90 Minuten immer wieder dynamisch von dem Gerät angepasst werden müssen um die 
vorgegebenen Sollwerte zu halten. Es handelt sich um Zyklen der intensiveren 
Mikrowelleneinstrahlung und Kühlung der Reaktion durch die, dass Reaktionsgefäβ 
umspülende Kühlflüssigkeit. 
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Abbildung 32: Kontinuierliche online-Messung der Temperatur im Reaktionsgefäß  und der 
Einstrahlungsintensität  für eine UDP-Oligosaccharid Synthese mit 500 mM Laktose, 100 mM UDP-
Glc, 680 U/mL „BIOLACTASA NTL CONC“ in 50 mM Citrat-Phosphat-Puffer pH 4.5 mit der 
vorgegebenen Synthesetemperatur von 30 °C. 
 
Durch die kontinuierliche online-Messung lässt sich der Reaktionsverlauf im 
Mikrowellenreaktor gut überwachen und reproduzieren. Für die in Abbildung 33 gezeigte 
Synthese von UDP-aktivierten Oligosacchariden wurde eine mittlere Temperatur von 29,6 °C 
gemessen. Die Einstrahlungsintensität betrug im Mittel 20,8 Watt. 
 
Abbildung 33: Vergleichende Synthese von UDP-aktivierten Oligosacchariden bei 30 °C mit dem 
kommerziellen Enzympräparat „BIOLACTASA NTL CONC“ (Biocon, Barcelona, Spanien) unter 
herkömmlichen Versuchsbedingungen im Heizblock und unter ~ 20 Watt Mikrowelleneinstrahlung. 
UDP-aktivierte Oligosaccharide wurden mittels CE analysiert und als die Summe aller Produkte im 
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Diagramm aufgetragen. Produkte: UDP-aktivierte Oligosaccharide im Heizblock ● und unter 
Mikrowelleneinstrahlung ■. Substrate: UDP-Glc (Heizblock) ○ (Mikrowellen) □. 
 
Für die durchgeführten Versuche konnten Gesamtproduktausbeuten von ca 24 % erzielt 
werden (Abbildung 33). Problematisch ist die Produkthydrolyse, die bereits nach 5 Minuten im 
Heizblock einsetzt und zu einem nahezu vollständigem Verlust der UDP-aktivierten 
Oligosaccharide nach 90 Minuten führt. Dies ist verbunden mit der Freisetzung des 
Akzeptorsubstrats UDP-Glc. Unter Mikrowelleneinstrahlung hingegen, bleibt die 
Produktausbeute über die restliche Versuchsdauer konstant bei der maximalen Ausbeute von 
24 %. Produkthydrolyse findet entsprechend nicht statt. Mit Hilfe der CE-UV Analytik, wurde 
die Bildung von UDP-Oligosacchariden mit Kettenlängen von bis zu vier 
Monosaccharideinheiten für die beschriebenen Versuche nachgewiesen und durch CE-MS 
Analytik bestätigt ( 3.2.1). Die Ergebnisse der massenspektroskopischen Analyse werden an 
späterer Stelle ausführlich dargestellt. In Abbildung 34 sind exemplarisch CE-UV 
Elektropherogramme von UDP-Oligosaccharid-Syntheseansätzen nach 60 Minuten 
Inkubationszeit unter herkömmlichen Bedingungen im Heizblock und unter ~ 20 Watt MWI 
gezeigt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 34: CE-UV-Elektropherogramme (Borat-Methode) der Synthese von UDP-aktivierten 
Oligosacchariden bei 30 °C mit dem kommerziellen Enzympräparat „BIOLACTASA NTL CONC“ 
(Biocon, Barcelona, Spanien) unter ~ 20 Watt Mikrowelleneinstrahlung (A) und im Heizblock (B). 
Migrations-Zeiten: UDP-Glc (12.1-12.2 Minuten), UDP-Disaccharid (10.5 Minuten), UDP-
Trisaccharid (10.1 Minuten) and UDP-Tetrasaccharid (9.15 Minuten). 
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An der Zeit-Umsatzkurve (Abbildung 35) ist deutlich zu erkennen, dass einzelne Produkte 
unter Mikrowelleneinstrahlung stabilisiert werden. UDP-Disaccharid ist nach 15 Minuten das 
Hauptprodukt, gefolgt von UDP-Tri- und Tetrasaccharid. Diese Produktverteilung ist auch 
nach einer Reaktionszeit von 90 Minuten stabil.  
 
 
Abbildung 35: Synthese von UDP-aktivierten Oligosacchariden bei 30 °C mit dem kommerziellen 
Enzympräparat „BIOLACTASA NTL CONC“ (Biocon, Barcelona, Spanien) unter ~ 20 Watt 
Mikrowelleneinstrahlung. Produkte: UDP-Disaccharid ■, UDP-Trisaccharid ♦ und UDP-
Tetrasaccharid ▲. Substrat: UDP-Glc □.  
 
Im Gegensatz dazu, ist die UDP-Disaccharidkonzentration nach 5 Minuten im Heizblock am 
höchsten und nimmt dann einerseits durch die Bildung des UDP-Trisaccharids und 
andererseits durch enzymatische Hydrolyse ab (Abbildung 36). Letzteres ist erkennbar an der 
Freisetzung des Akzeptorsubstrats UDP-Glc. Nach 90 Minuten Reaktionszeit verbleibt das 
UDP-Trisaccharid als alleiniges Produkt in geringer Konzentration. 
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Abbildung 36: Synthese von UDP-aktivierten Oligosacchariden bei 30 °C mit dem kommerziellen 
Enzympräparat „BIOLACTASA NTL CONC“ (Biocon, Barcelona, Spanien) im Heizblock. Produkte: 
UDP-Disaccharid ■, UDP-Trisaccharid ♦ und UDP-Tetrasaccharid ▲. Substrat: UDP-Glc □.  
 
Die Produktstabilität unter Mikrowelleneinstrahlung ist auch von der Intensität der Strahlung 
abhängig. Ein Hinweis darauf lieferte bereits die Synthesen bei 10 °C mit dem japanischen 
Enzympräparat, die bei sehr geringer Wattintensität annähernd identisch zu der Synthese bei 
herkömmlicher Temperierung verlief. Bei dem spanischen Enzympräparat wurden Synthesen 
bei 30 °C unter variirender Einstrahlungsintensität durchgeführt, um den Effekt auf die 
Transglykosylierung und Produkthydrolyse zu beobachten. Als Resultat der verringerten 
Einstrahlungsintensität (9 Watt anstelle von 20 Watt), werden geringere Produktausbeuten bei 
der Synthese von UDP-aktivierten Oligosacchariden festgestellt (Abbildung 37). 
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Abbildung 37: Vergleich der UDP-Disaccharid Synthese mit kommerzieller β-Galaktosidase 
„BIOLACTASA NTL CONC“ (Biocon, Barcelona, Spanien), 500 mM Laktose und 100 UDP-Glc bei 
30 °C und variierender Einstrahlungsintensität. Synthese des UDP-Disaccharids bei ~ 20 Watt ■, ~ 9 
Watt ♦ und bei 30 °C unter herkömmlichen Bedingungen im Heizblock ▲. 
 
Aus diesem Versuch lässt sich schließen, dass Produktausbeute und Produktstabilität 
abhängig von der Kombination aus Temperatur und Einstrahlungsintensität sind. War die 
Temperatur weit unterhalb des Temperaturoptimums des Enzyms (10 °C-Versuche) dominiert 
zu Beginn eine Aktivierung des Enzyms durch die Mikrowelleneinstrahlung, was zu einer 
anfänglich höheren Produktbildungsrate führt. Dies deckt sich mit den Ergebnissen, die 
Young et al, 2008 für die Aktivierung von Enzymen durch Mikrowelleneinstrahlung bei 
Temperaturen weit unterhalb des Optimums beschrieben haben. Dieser Effekt ist für das 
mesophile Enzym bei einer Reaktionstemperatur nahe des Optimums (30 °C) dann nicht 
mehr, oder nur abgeschwächt zu erkennen. Hier ist dann jedoch zu beobachten, dass eine 
scheinbare Produktstabilsierung stattfindet. Aus den Analysen der Enzymaktivität, wurde 
jedoch schnell klar, das die intensive Mikrowelleneinstrahlung, die zur Erzeugung der 
höheren Synthesetemperatur notwendig ist, eine Deaktivierung des Enzyms stattfindet. In 
einem weiterführenden Gedankengang, würde die wiederholte Zugabe frischen Enzyms, zu 
erneuter Produkthydrolyse führen. Dazu wurde ein Versuch unter intensiver 
Mikrowelleneinstrahlung durchgeführt, wobei dem Ansatz zu Beginn 20 µL weniger 
Enzymlösung beigefügt wurden. Im Versuchsverlauf wurden dem Reaktionsansatz dann 
zweimal 10 µL Enzymlösung (nach 5 und 30 Minuten) zugefügt. Dies ist in Abbildung 38 
gezeigt. Zur Synthese von UDP-aktivierten Oligosacchariden wurde eine mittlere Temperatur 
von 29,97 °C gemessen. Die Einstrahlungsintensität betrug im Mittel 19,4 Watt. Für den 
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durchgeführten Versuch wurde eine Gesamtproduktausbeute von ca 24 % erzielt. Durch die 
Enzymzugabe nach 5 Minuten verlangsamte sich die Produktbildungsrate. Nach 30 Minuten 
wurde eine 24 %ige Gesamtproduktausbeute erreicht. Durch die Zugabe des zweiten Enyzm-
Pulses trat sofortige Hydrolyse der UDP-Oligosaccharide ein und die Gesamtproduktausbeute 
sank auf ca. 17 % ab. Danach stieg sie zwar wieder an, erreichte aber innerhalb von 90 
Minuten Reaktionszeit nicht mehr das maximale Niveau.  
 
 
Abbildung 38: Synthese von UDP-aktivierten Oligosacchariden bei 30 °C mit dem kommerziellen 
Enzympräparat „BIOLACTASA NTL CONC“ (Biocon, Barcelona, Spanien) unter ~ 20 Watt 
Mikrowelleneinstrahlung. Enyzmpluse von 10 µL wurden zu den Zeitpunkten 5 und 30 Minuten 
zugegeben. UDP-aktivierte Oligosaccharide wurden mittels CE analysiert und als die Summe aller 
Produkte im Diagramm aufgetragen. UDP-aktivierte Oligosaccharide ●, UDP-Glc □. 
 
Durch die spätere Zugabe von frischem Enzym konnte die Produktausbeute gegenüber einem 
Versuch, bei dem zu Beginn das gesamte Enzym hinzugegeben wird, nicht gesteigert werden. 
Ergebnisse einer HPAEC-PAD Analyse des Syntheseansatzes ergaben Hinweise darauf, dass 
die Laktose nach 30 Minuten möglicherweise bereits aufgebraucht ist. Grund hierfür ist die 
Bildung von Galaktooligosacchariden, die die Synthesereaktionen mit Laktosedonor immer 
begleiten. Es war derher zu überprüfen, ob die wiederholte Enzymzugabe zur 
Produkthydrolyse durch Mangel an Donorsubstrat führte. In einem nachfolgendem Versuch 
sollte neben einer wiederholten Enyzmzugabe auch die Laktosekonzentration wieder auf die 
Startkonzentration von 500 mM gesetzt werden. Dazu wurde der Laktoseverbrauch nach 30 
Minuten anhand von HPAEC-PAD Messungen abgeschätzt und die Differenz dem Puls 
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beigefügt (Ergebnisse nicht dargestellt). Die Zeit-Umsatzkurve für diesen Versuch ist 
Abbildung 39 gezeigt. 
 
Abbildung 39: Synthese von UDP-aktivierten Oligosacchariden bei 30 °C mit dem kommerziellen 
Enzympräparat „BIOLACTASA NTL CONC“ (Biocon, Barcelona, Spanien) unter unter ~ 20 Watt 
Mikrowelleneinstrahlung. Ein Enyzmpuls von 100 µL und 0,1 g Laktose (entspricht 0,5 M) wurden 
nach 30 Minuten zugegeben. UDP-aktivierte Oligosaccharide wurden mittels CE analysiert und als die 
Summe aller Produkte im Diagramm aufgetragen. UDP-aktivierte Oligosaccharide ●, UDP-Glc □. 
 
Wie in dem zuvor gezeigten Versuch (Abbildung 38), führt die Zugabe von frischem Enzym 
zur Hydrolyse der gebildeten Produkte. Ein Datenpunkt bei 65 Minuten gibt jedoch einen 
Hinweis auf einen erneuten Anstieg der Produktkonzentration. Der Ausgleich des 
Donorsubstratmangels und die Zugabe frischen Enzyms führt jedoch vermutlich nur zu einer 
neuen Einstellung des Reaktionsgleichgewichtes und letztlich nicht zu einer Steigerung der 
Produktausbeute.  
 
Im folgenden Abschnitt sollen nun noch einmal die bisherigen Ergebnisse zusammengefasst 
werden. Aus den Aktivitätsmessungen ging hervor, dass eine anfängliche Aktivierung des 
Enyzms stattfindet, gefolgt von einer Inaktivierung bei hoher Einstrahlungsintensität. Die 
durch die Mikrowelleneinstrahlung erhöhte Hydrolyseaktivität des Enzyms scheint auch die 
Transglykosylierungsreaktion zu verstärken, da die Laktosehydrolyse eine Voraussetzung für 
den Transfer von Galaktose auf das Akzeptorsubstrat ist. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, 
dass eine hohe Einstrahlungsintensität über einen kurzen Reaktionszeitraum zu einer 
anfänglichen Aktivierung des Biokatalysators führt, wodurch sich maximale 
Produktausbeuten ergeben, gepaart mit einer anschließenden Inaktivierung, die eine 
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sekundäre Produkthydrolyse verhindert, wodurch die Produktkonzentrationen im 
Mikrowellenexperiment stabil bleiben. Die Zugabe von frischem Enzym führte zu keiner 
Steigerung der Produktausbeute. Diese Versuche zeigen, dass eine Reaktionsführung mit 
kontrollierter Produktbildung bei weitem schwieriger unter herkömmlichen Bedingungen im 
Heizblock ist, als mit der neuartigen, hier gezeigten Mikrowellensynthese. Eine 
Verminderung der sekundären Produkthydrolyse wurde auch bei einer Reaktionstemperatur 
von -5 °C beobachtet und mit dem verminderten Wasseranteil bei der Tieftemperatursynthese 
erklärt. Die niedrigen Temperaturen führten jedoch zu stark verlängerten Reaktionszeiten 
[Zervosen et al. 2001]. Die Reaktionsführung unter Mikrowelleneinstrahlung hat für die 
gezeigte Reaktion den klaren Vorteil einer konstanten Produktverteilung über die 
Reaktionszeit, was die Isolierung einzelner Produkte stark vereinfacht. Besonders die 
Isolierung langkettiger, besonders hydrolysegefährdeter Produkte, wie z.B. das UDP-
Tetrasaccharid, wird durch die neuartige mikrowellenunterstützte Synthesemethode erst 
möglich. Mikrowellenunterstützte Biokatalyse hat das Potential, die Reaktionsbedingungen 
für die Produktion langkettiger nukleotidaktivierter Oligosaccharide bei mittleren 
Temperaturen und Reaktionszeiten enorm zu verbessern. 
 
4.3.3 Synthese β1-3-verknüpfter UDP-Oligosaccharide 
 
 
Durch die Verwendung unterschiedlicher Akzeptorsubstrate (UDP-Glc, UDP-GlcNAc und 
UDP-GalNAc) können verschiedene nukleotid-aktivierte Oligosaccharide mithilfe der 
rekombinanten β3-Galaktosidase (His6BgaC) aus Bacillus circulans synthetisiert werden. Bei 
hohen Substratkonzentrationen des Donors (pNP-Gal) und des Akzeptors katalysiert die β-
Galaktosidase eine Transglykosylierung mit Transfer von Galaktose auf das 
Akzeptormolekül. Ist UDP-Glukose das Akzeptormolekül, entsteht das nukleotid-aktivierte 
Disaccharid Gal(β1-3/6)Glc(α1-UDP, ist es UDP-GlcNAc, entsteht Gal(β1-3/6)GlcNAc(α1-
UDP und bei UDPGalNAc entsteht entsprechend Gal(β1-3/6)GalNAc(α1-UDP. Durch 
weiteren Galaktose-Transfer entstehen die korrespondierenden nukleotid-aktivierten 
Oligosaccharide. Obwohl bei späterer spezifischer Hydrolyse der Nukleotiddisaccharide mit 
β1-6-spezifischer Galaktosidase, kein Hinweis auf die Bildung der β1-6-Verknüpfung der 
Nukleotidzucker gefunden wurde, muss diese trotzdem aufgrund der Hydrolysespezifität der 
rekombinanten β3-Galaktosidase ( 4.1.2) in Betracht gezogen werden. Zur Vereinfachung wird 
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jedoch im Folgenden die mögliche Bildung des β1-6-verknüpften Nebenproduktes in der 
Betrachtung ausgelassen. 
 
Neben der Produkthydrolyse stellt in diesem Fall auch die Synthese von längerkettigen 
Oligosacchariden ein Problem dar. Ziel der hier vorgestellten Synthese ist es besonders hohe 
Ausbeuten der nukleotid-aktivierten Disaccharide zu erzielen, da diese als Donorsubstrate in 
Transferreaktionen mit Glykosyltransferasen getestet werden sollen. Exemplarisch werden im 
Folgenden Synthesereaktionen analysiert, die 150 mM UDP-GlcNAc, 500 mM pNP-Gal und 
200 mM 2,6-Di-O-Methyl-β-Cyclodextrin als Löslichkeitsvermittler in 50 mM Citrat- 
Na2HPO4-Puffer, pH 4,5 enthielten und mit einer Endkonzentration von 3 U/mL der 
rekombinanten β3-Galaktosidase aus Bacillus circulans (His6BgaC) bei 30 °C inkubiert 
wurden. Experimente wurden bei 30 °C im Heizblock und im Vergleich dazu im 
Mikrowellenreaktor bei 30 °C und ~ 60 Watt durchgeführt, um nukleotidaktivierte 
Oligosaccharide und besonders das Disaccharid Gal(β1-3)GlcNAc(α1-UDP herzustellen. 
Abbildung 40 zeigt die Bildung von UDP-aktivierten Oligosacchariden in einem Versuch bei 
30 °C mit und ohne Mikrowelleneinstrahlung. Die Synthese unter Mikrowelleneinstrahlung 
verläuft mit einer niedrigeren Bildungsrate und es wird eine geringere Produktkonzentration 
erzielt als im Heizblock. Interessant ist, dass in beiden Fällen keine Produkthydrolyse eintritt.  
 
Abbildung 40: Vergleichende Synthese von UDP-aktivierten Oligosacchariden bei 30 °C mit 
rekombinanter β3-Galaktosidase (His6BgaC) ausgehend von UDP-GlcNAc unter herkömmlichen 
Versuchsbedingungen im Heizblock und unter ~ 60 Watt Mikrowelleneinstrahlung. UDP-aktivierte 
Oligosaccharide wurden mittels CE analysiert und als die Summe aller Produkte im Diagramm 
aufgetragen. UDP-aktivierte Oligosaccharide unter herkömmlichen Versuchsbedingungen im 
Heizblock ● und unter Mikrowelleneinstrahlung ■.  
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Bei der in Abbildung 40 gezeigten Auswertung ist die Produktkonzentration als Summe aller 
nukleotidaktivierten Oligosaccharide dargestellt. Besonders interessant für biokatalytische 
Zwecke mit GlcNAc-Transferasen ist jedoch nicht das gesamte Produktspektrum, sondern  
lediglich das Disaccharid Gal(β1-3)GlcNAc(α1-UDP. In der Zeit-Umsatzkurve der 
Einzelprodukte ist das Verhältnis des Disaccharids zu den anderen Produkten zu erkennen. 
 
 
Abbildung 41: Bildung von UDP-aktivierten Oligosacchariden bei 30 °C mit rekombinanter β3-
Galaktosidase (His6BgaC) aus Bacillus circulans unter herkömmlichen Reaktionsbedingungen im 
Heizblock. 500 mM pNP-Gal wurden als Donorsubstrat eingesetzt und 150 mM UDP-GlcNAc als 
Akzeptorsubstrat. UDP-Oligosaccharide wurden mittels CE analysiert. Produkte: UDP-Disaccharid ■, 
UDP-Trisaccharid ♦ , UDP-Tetrasaccharid ▲, UDP-Pentasaccharid ○, UDP-Hexasaccharid ● und 
UDP-Heptasaccharid ◊. Gradzahlige Saccharide sind als durchgezogene Linie dargestellt, 
ungradzahlige als gestrichelte Linie. 
 
Die Zeit-Umsatzkurve der Reaktion unter herkömmlichen Bedingungen im Heizblock 
(Abbildung 41), zeigt deutlich, dass das Disaccharid Gal(β1-3)GlcNAc(α1-UDP nach 10 
Minuten mit einer Ausbeute von 15 % das Hauptprodukt ist. Bereits nach 15 Minuten nimmt 
die Konzentration des Disaccharids jedoch zugunsten der längerkettigen Oligosaccharide ab. 
Im Gegensatz dazu, werden einzelne Substanzen unter Mikrowelleneinstrahlung stabilisiert. 
Das Disaccharid Gal(β1-3)GlcNAc(α1-UDP ist über die gesamte Versuchsdauer (1 Stunde) 
das Hauptprodukt und es wird ebenfalls eine Maximalausbeute von 15 % erreicht, wie in 
Abbildung 42 zu sehen ist. 
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Abbildung 42: Bildung von UDP-aktivierten Oligosacchariden bei 30 °C mit C mit rekombinanter 
β3-Galaktosidase (His6BgaC) aus Bacillus circulans unter ~ 60 Watt Mikrowelleneinstrahlung. 500 
mM pNP-Gal wurden als Donorsubstrat eingesetzt und 150 mM UDP-GlcNAc als Akzeptorsubstrat. 
UDP-Oligosaccharide wurden mittels CE analysiert. UDP-Disaccharid ■, UDP-Trisaccharid ♦ , UDP-
Tetrasaccharid ▲, UDP-Pentasaccharid ○, UDP-Hexasaccharid ● und UDP-Heptasaccharid ◊. 
Gradzahlige Saccharide sind als durchgezogene Linie dargestellt, ungradzahlige als gestrichelte Linie. 
 
 
Hingegen weist die Synthese von UDP-aktivierten Oligosacchariden bei 30 °C unter 
Mikrowelleneinstrahlung den klaren Vorteil einer definierten Produktverteilung über die 
gesamte Reaktionsdauer auf. Ein weiterer Vorteil ist, dass das Zielprodukt Gal(β1-
3)GlcNAc(α1-UDP über die gesamte Versuchsdauer das Hauptprodukt bleibt und nicht 
zugunsten der längerkettigen Oligosaccharide abnimmt.  
 
4.4 Analyse des Synthesemixes mittels CE-MS 
 
Zur  Analyse der Nukleotidzucker wurden präparative Synthesen durchgeführt ( 3.6.2 und 
 3.7.7) um eine ausreichende Menge der Produkte zu gewinnen. Die CE-MS-Analyse 
erforderte keine Isolierung der einzelnen Produkte. Lediglich die Abtrennung von 
Puffersubstanzen und neutralen Zuckern musste vor der Messung erfolgen. Da die Synthese 
und partielle Aufreinigung für die massenspektrometrische Untersuchung unterschiedlich für 
die β1-3- und β1-4-verknüpften Glykanstrukturen waren, werden sie nachfolgend in 
getrennten Unterkapiteln behandelt. 
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4.4.1 CE-MS Analyse β1-4-verknüpfter Nukleotidzucker 
 
Die Nukleotidzucker wurden zunächst als eine Fraktion aus der präparativen Synthese 
aufgereinigt und einer CE-MS Analyse unterzogen. Die Isolierung der Nukleotidzucker-
enthaltenden Fraktion aus Reaktionsansätzen, die entweder UDP-Glc oder UDP-GlcNAc als 
Akzeptorsubstrat enthielten, wurde durch Anionenaustausch-chromatographie mit 
anschließender Gelfiltration erreicht ( 3.6.6). Die Zusammensetzung der aufgereinigten 
Produktfraktion wurde mittels CE-UV unter Verwendung der NH4OAc-Methode analysiert 
(siehe Abbildung 43A und Abbildung 44A). Mit der CE-UV Methode sind nur UV-aktive 
Substanzen, der homologen Serie UDP-Tetra-, UDP-Tri-, UDP-Disaccharid, UDP-Glc, UMP 
und ihre N-acetylierten Derivate sichtbar. Die Trennung erfolgt aufgrund der Größe, wobei 
die größten Substanzen zuerst detektiert werden. Um die CE-UV Signale zu identifizieren, 
auch nicht-UV-aktive Substanzen in der Probe zu detektieren und allgemein die 
Empfindlichkeit zu erhöhen, wurde im Arbeitskreis von Dr. Carolin Huhn 
(Forschungszentrum Jülich, Zentralabteilung für Chemische Analysen) eine CE-MS Analyse 
durchgeführt. Der zuvor für CE-UV eingesetzte Borat-Puffer (vergleiche Abbildung 34) 
musste durch einen CE-MS-kompatiblen NH4OAc-Puffer ersetzt werden. Mit dem flüchtigen 
Puffer blieb das CE-UV Trennprofil erhalten und es wurde eine Basislinientrennung der 
Substanzen erreicht. Die Resultate der MS-Analyse der Nukleotide und Zuckerphosphate sind 
in Tabelle 25 und in Abbildung 43B und Abbildung 44B angegeben. Die Vorteile der CE-MS 
Methode sind zum einen, dass auch nicht-UV-aktive Substanzen wie die Zuckerphosphate 
(Glc-Phosphat, Disaccharid-Phosphat, Trisaccharid-Phosphat und deren N-acetylierten 
Derivate) detektiert werden können, zum Anderen ist die Empfindlichkeit derart erhöht, dass 
UDP-Tetrasaccharid klar identifiziert als die Substanz identifiziert werden konnte, die zeitlich 
vor UDP-Trisaccharid migriert. In Abbildung 43 ist zu erkennen, dass das UDP-Disaccharid, 
das auf der Basis von UDP-Glukose entsteht ein unvollständig getrenntes Triple-Peak Signal 
gibt. Dies deutet auf drei unterschiedliche Regioisomere hin, bei denen es sich, wie aus der 
Hydrolysespezifität des Enzyms geschlossen werden kann (siehe  4.1.1), um die Gal(β1-
4)Glcα1-UDP, Gal(β1-6)Glcα1-UDP und auch Gal(β1-3)Glcα1-UDP Verknüpfungsisomere 
handelt. Multiple Signale sind auch für die längerkettigen Homologen der Serie erkennbar, 
obgleich die Auflösung der Isobaren geringer ist. Auch für die N-acetylierten Derivate sind 
multiple Signale aufgetreten: UDP-Di- und Trisaccharid auf Basis von UDP-GlcNAc weisen 
Doppelpeaks auf, was auf zwei unterschiedliche Verknüpfungsisomere schließen lässt. Wie 
ebenfalls aus der Hydrolysespezifität des Enzyms geschlossen werden kann, handelt es sich 
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um Gal(β1-4)GlcNAcα1-UDP und Gal(β1-6)GlcNAcα1-UDP (siehe  4.1.1). Möglicherweise 
wird die Bildung des β1-3-Regioisomers aufgrund der sterischen Hinderung durch die N-
acetylierung an der C2-Position des GlcNAc unterdrückt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 43: Elektropherogram der isolierten Nukleotidzucker Fraktion. UDP-Glc diente als 
Akzeptor- und Laktose als Donorsubstrat um nukleotid-aktivierte Oligosaccharide zu synthetisieren. 
(A) CE-UV Analyse mit 50 mM NH4OAc Puffer, pH 9.2. Migrationszeiten: UMP (7,5 Minuten), 
UDP-Glc (6,3 Minuten), UDP-Disaccharid (5,6 Minuten), UDP-Trisaccharid (5,2 Minuten) und UDP-
Tetrasaccharid (in Spuren). (B) CE-MS (negativer Modus) “extracted ion electropherograms” der 
selben Probe. CE-MS Methode siehe  3.2.1. 
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Abbildung 44: Elektropherogram der isolierten Nukleotidzucker Fraktion. UDP-GlcNAc diente als 
Akzeptor- und Laktose als Donorsubstrat um nukleotid-aktivierte Oligosaccharide zu synthetisieren. 
(A) CE-UV Analyse mit 50 mM NH4OAc Puffer, pH 9.2. Migrationszeiten: UMP (7,7 Minuten), 
UDP-GlcNAc (6,3 Minuten), UDP-Disaccharid (5,7 Minuten), UDP-Trisaccharid (5,5 Minuten) und 
UDP-Tetrasaccharid (in Spuren). (B) CE-MS (negativer Modus) “extracted ion electropherograms” 
der selben Probe. CE-MS Methode siehe  3.2.1.  
 
Tabelle 25: Ergebnisse der CE-MS Analyse der isolierten Nukleotidzucker Fraktion. UDP-Glc(NAc) 
wurde als Akzeptorsubstrat und Laktose als Donorsubstrat eingesetzt um Nukleotid-aktivierte 
Oligosaccharide zu erzeugen 
IDENTIFIZIERTER 
ANALYT / LADUNG  
THEORETISCHE 
MASSE 
m/z 
BEOBACHTETE 
MASSE 
m/z 
MASSENDIFFERENZ 
 
(ppm) 
UDP / 1- 402,9949 402,9975 6,5 
UMP / 1- 323,0286 323,0272 4,3 
    
UDP-Glc / 1- 565,0477 565,0527 8,8 
Galβ3,4,6-Glc-UDP / 
1- 
727,1006 727,1056 6,9 
UDP-tri / 2- 444,0731 444,0777 10,4 
UDP-tetra / 2- 525,0995 525,1046 9,7 
    
UDP-GlcNAc / 1- 606,0743 606,0785 6,9 
Galβ4,6GlcNAc-UDP / 
1- 
768,1271 768,1304 4,3 
UDP-TriNAc / 2- 464,5863 464,5902 8,4 
UDP-Tetrasaccharid2-
(N-acetyliert)
5,25; 5,33 min
m/z 545,616
UDP-Trisaccharid2-
(N-acetyliert)
5,49; 5,59 min
m/z 464,59
Trisaccharid-
Phosphat
(N-acetyliert)
5,68; 5,77 min
m/z 624,157
UDP-Disaccharid
(N-acetyliert)
5,89; 6,04 min
m/z 768,131
Disaccharid-
Phosphate
(N-acetyliert)
6,32; 6,43 min
m/z 462,105
UDP-GlcNAc
6,70 min
m/z 606,076
UMP
7,87 min
m/z 323,024
GlcNAc-
Phosphat
8,27 min
m/z 300
AB
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UDP-TetraNAc / 2- 545,6127 545,6165 7,0 
    
Glc-Phosphat / 1- 259,0224 259,0254 11,6 
Disaccharid- Phosphat 
/ 1- 
421,0753 421,0793 9,5 
Trisaccharid- Phosphat 
/ 1- 
583,1281 583,1325 7,5 
    
Trisaccharid (NAc)- 
Phosphat / 1- 
624,1546 624,1572 4,2 
Disaccharid (NAc)- 
Phosphat / 1- 
462,1018 462,1046 6,1 
GlcNAc- Phosphat / 1- 300,049 300,0515 8,3 
 
 
Im Vergleich zu vorangegangenen Arbeit in der AG Elling [Zervosen et al. 2001] konnte 
neben der Bildung von UDP-Lac(NAc) und den korrespondierenden Trisacchariden, die 
Bildung von UDP-Tetrasacchariden nachgewiesen werden. Anstelle der zuvor verwendeten 
HPLC Methoden zur Identifizierung der Produkte, konnte hier eine direkte Analyse der 
Produkte aus dem Reaktionsansatz mittels CE-MS erfolgen, wodurch auf die zeitaufwendige 
Isolierung der einzelnen Produkte verzichtet werden konnte. 
 
4.4.2 CE-MS Analyse β1-3-verknüpfter Nukleotidzucker 
 
Die Synthese β1-3-verknüpfter Oligosaccharide erforderte den Einsatz von pNP-Gal und p-
Nitrophenol wurde freigesetzt. Um eine CE-MS Analyse der Produkte durchzuführen, musste 
das p-Nitrophenol abgetrennt werden. Die gleichzeitige Anreicherung der Nukleotidzucker 
aus Reaktionsansätzen mit der rekombinanten β3-Galaktosidase (His6BgaC), die entweder 
UDP-Glc, UDP-GlcNAc oder UDP-GalNAc als Akzeptorsubstrat enthielten, wurde durch 
Gelchromatographie erreicht (Abbildung 45).  
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Mit der CE-UV Methode sind die UV-aktiven Substanzen, der homologen Serie UDP-Penta-, 
UDP-Tetra-, UDP-Tri-, UDP-Disaccharid, UDP-Glc, und UMP sichtbar (Abbildung 46). Die 
Trennung erfolgt aufgrund der Größe, wobei die langen Oligosaccharide zuerst detektiert 
werden. 
 
Auch diese Substanzen wurden im Arbeitskreis von Dr. Carolin Huhn (Forschungszentrum 
Jülich, Zentralabteilung für Chemische Analysen) einer CE-MS Analyse unterzogen. Die 
Resultate der MS-Analyse der Nukleotide und Zuckerphosphate sind in Tabelle 26, Tabelle 27 
und Tabelle 28 angegeben. Exemplarisch ist in Abbildung 47 ein CE-MS-EIE (extracted ion 
electropherogram) der Nukleotidzucker-enthaltenden Fraktion aus dem Reaktionsansatz mit 
der rekombinanten β3-Galaktosidase (His6BgaC) aus Bacillus circulans und UDP-Glc als 
Akzeptorsubstrat, dargestellt.  
 
 
Abbildung 47: CE-MS-EIE (negativer Modus) “extracted ion electropherograms” der isolierten 
Nukleotidzucker Fraktion. UDP-Glc diente als Akzeptor- und pNP-Gal als Donorsubstrat um 
Nukleotid-aktivierte Oligosaccharide zu synthetisieren. Die Farbkodierungs teilt die detektierten 
Substanzen in UMP, Zucker-Phosphate und UDP-Zucker ein. Substanzen im Einzelnen: 3: UDP-
hepta; 4: UDP-hexa, 5: UDP-penta, 6: Penta-Phosphat, 7: UDP-tetra, 8: Tetra-Phosphat, 9: UDP-Tri, 
10: Tri-Phosphat, 11: UDP-Di, 13: Di-Phosphat, 14: UDP-Glc, 15: UMP, 16: Glc-Phosphat. (CE-MS 
Methode siehe  3.2.1) 
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Tabelle 26: Ergebnisse der CE-MS Analyse der isolierten Nukleotidzucker Fraktion. UDP-Glc wurde 
als Akzeptorsubstrat und pNP-Gal als Donorsubstrat eingesetzt um Nukleotid-aktivierte 
Oligosaccharide zu erzeugen 
IDENTIFIZIERTER 
ANALYT / 
LADUNG 
BEOBACHTETE 
MASSE 
m/z 
THEORETISCHE 
MASSE  
m/z 
MASSEN-
DIFFERENZ  
(ppm) 
UMP / 1- 323.0286 323.0292 1.9 
 
UDP-Glc / 1- 565.0477 565.0493  2.8 
UDP-di / 1- 727.1006 727.1016  1.4 
UDP-tri / 2- 444.0731 444.0738  1.6 
UDP-tetra / 2- 525.0995 525.1001 1.1 
UDP-penta / 2- 606.1259 606.1272 2.1 
UDP-hexa / 2- 687.1523 687.1524 0.1 
UDP-hepta / 2- 768.1787 768.1788 0.1 
 
Glc-Phosphat / 1- 259.0224 259.0226 0.8 
Disaccharid-  
Phosphat / 1- 
421.0753 421.0757 0.9 
Trisaccharid- 
Phosphat / 1- 
583.1281 583.1282 0.2 
Tetrasaccharid- 
Phosphat / 1- 
745.1809 745.1803 -0.8 
Pentasaccharid- 
Phosphat / 1- 
907.2337 907.2339 0.2 
 
Tabelle 27: Ergebnisse der CE-MS Analyse der isolierten Nukleotidzucker Fraktion. UDP-GlcNAc 
wurde als Akzeptorsubstrat und pNP-Gal als Donorsubstrat eingesetzt um Nukleotid-aktivierte 
Oligosaccharide zu erzeugen 
IDENTIFIZIERTER 
ANALYT / 
LADUNG 
BEOBACHTETE 
MASSE 
m/z 
THEORETISCHE 
MASSE  
m/z 
MASSEN-
DIFFERENZ  
(ppm) 
UMP / 1- 323.0286 323.0259 -8.4 
 
UDP-GlcNAc / 1- 768.1271 768.1271 0.0 
UDP-diNAc / 1- 464.5863 464.5876 2.8 
UDP-triNAc / 2- 545.6127 545.6147 3.7 
UDP-tetraNAc / 2- 626.6392 626.6396 0.6 
UDP-pentaNAc / 2-    
 
GlcNAc-Phosphat / 1- 323.0286 323.0259 -8.4 
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Tabelle 28: Ergebnisse der CE-MS Analyse der isolierten Nukleotidzucker Fraktion. UDP-GalNAc 
wurde als Akzeptorsubstrat und pNP-Gal als Donorsubstrat eingesetzt um Nukleotid-aktivierte 
Oligosaccharide zu erzeugen 
IDENTIFIZIERTER 
ANALYT / 
LADUNG 
BEOBACHTETE 
MASSE  
m/z 
THEORETISCHE 
MASSE  
m/z 
MASSEN-
DIFFERENZ  
(ppm) 
UMP / 1- 323.0286 323.0276 -3.1 
    
UDP-GalNAc / 1- 606.0743 606.074 -0.5 
UDP-diNAc / 1- 768.1271 768.1267 -0.5 
UDP-triNAc / 2- 464.5863 464.5879 3.4 
UDP-tetraNAc / 2- 545.6127 545.6122 -0.9 
UDP-pentaNAc / 2- 626.6392 626.6381 -1.8 
UDP-hexaNAc/ 2- 707.6656 707.6655 -0.1 
    
GalNAc-Phosphat / 1- 300.0490 300.0483 2.3 
 
Die Empfindlichkeit der CE-MS Methode ist gegenüber der UV Messung erhöht. Das UDP-
Heptasaccharid wurde mittels CE-MS klar identifiziert, wohingegen die CE-UV Methode nur 
ein Signal bis zum UDP-Pentasaccharid anzeigte (vergleiche Abbildung 46). Durch die CE-MS 
Analyse der Probe mit UDP-GlcNAc als Akzeptorsubstrat, wurden Produkte bis zum UDP-
Pentasaccharid eindeutig nachgewiesen (siehe Tabelle 27), bei UDP-GalNAc bis zum UDP-
Hexasaccharid (siehe Tabelle 28). Die hier nachgewiesenen Produkte weisen, wie aus 
Hydrolyseexperimenten geschlossen werden kann, hauptsächlich β1-3-, möglicherweise auch 
β1-6-glykosidische Bindungen auf ( 4.1.2). Es liegt daher vermutlich für die Produkte aller 
beschriebener Längen eine Mischung der beiden Steroisomeren vor, deren Trennung eine 
Herausforderung darstellt. In der Literatur ist die Synthese dieser Strukturen wenig 
beschrieben. Eine Publikation von Jourdian und Distler die 1973 erschien beschreibt die 
enzymatische Synthese mit einer β-Galaktosidase aus Stierhoden. Das Enzym wurde 
verwendet, um den Transfer von Galaktose, ausgehend von pNP-Galaktose, auf UDP-GlcNAc 
zu katalysieren. Dabei entstand eine Mischung aus β1-6/3 und 4-verknüpften Disacchariden 
im Verhältnis 1:8:9 [Jourdian et al. 1973]. Die Aufreinigung des Enzyms aus tierischem 
Gewebe ist jedoch aufwendig und die Mischung aus drei Strukturisomeren herausfordernd in 
der Trennung. Das rekombinante Enzym bietet hier entscheidende Vorteile in der 
Überexpression, Aufreinigung durch Affinitätschromatographie und der effizienten Katalyse. 
Die Reinsubstanzen sind von wisschenschaftlichem Interesse, denn sie stellen durch die UDP-
Aktivierung neuartige, potentielle Substrate für Glykosyltransferasen dar. Um dieses Potential 
zu testen, mussten die Substanzen zunächst möglichst rein isoliert werden. 
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4.5 Die Isolierung von Nukleotidzucker-Reinsubstanzen 
 
Die Analyse der Nukleotidzucker, die nach der Synthesereaktion im Gemisch enthalten 
waren, erfolgte wie beschrieben mittels Massenspektrometer. Diese Analyse war nötig um 
sicherzustellen, dass es sich bei der nachfolgend dargestellten Isolierung von 
Nukleotidzucker-Reinsubstanzen um die gewünschten Verbindungen handelt. Die Isolierung 
von Nukleotidzucker-Reinsubstanzen wurde wie beschrieben ( 3.7.9) an einer XK16/100 Säule 
(GE-Healthcare, München, Deutschland) mit Biogel P2 extra fine Material (BioRad, 
München, Deutschland) durchgeführt. Die folgenden Ergebnisse dokumentieren die 
Aufreinigung der Nukleotiddisaccharide (Gal(β1-3)Glcα1-UDP, Gal(β1-3)GlcNAcα1-UDP 
und Gal(β1-3)GalNAcα1-UDP). Anschlieβend werden Übertragungsexperimente mit diesen 
isolierten Nukleotiddisacchariden beschrieben. 
 
Die Isolierung von Gal(β1-3)Glcα1-UDP aus dem Synthesemix ist in der nachfolgenden 
Abbildung 48 dokumentiert. Es sind CE-Elektropherogramme der Probenzusammensetzung 
vor und nach Gelchromatographie des Gal(β1-3)Glcα1-UDP Synthese-Mixes dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 48: A) Elektropherogram der isolierten Nukleotid-Zucker Fraktion. UDP-Glc diente als 
Akzeptor- und pNP-Gal als Donorsubstrat um nukleotid-aktivierte Oligosaccharide zu synthetisieren. 
CE-UV Analyse mit 50 mM NH4OAc Puffer, pH 9.2. Migrationszeiten: UMP (7,5 Minuten), UDP-
Glc (6,5 Minuten), UDP-Disaccharid (5,4 Minuten), UDP-Trisaccharid (4,9 Minuten), UDP-
Tetrasaccharid (4,6 Minuten) und UDP-Pentasaccharid (4,4 Minuten). B) Elektropherogram des 
isolierten UDP-Disaccharids nach Gelfiltration. Migrationszeiten: UDP-Glc (5,9 Minuten), UDP-
Disaccharid (5,6 Minuten).  
 
Die Isolierung des UDP-Disaccharids Gal(β1-3)Glcα1-UDP wurde durch Gelfiltration an 
Biogel P2 extra fine Material erreicht. Die Probe (1,5 mL) enthielt das UDP-Disaccharid in 
A
B
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einer Konzentration von 3,25 mM und einer Reinheit von 63 % (Bestimmung durch CE-UV). 
Es sind noch geringfügige Verunreinigungen durch UDP-Glc nachgewiesen (siehe Abbildung 
48B) 
 
Die Aufreinigung des nukleotid-aktivierten Disaccharids Gal(β1-3)GlcNAcα1-UDP ist in der 
nachfolgenden Abbildung 49 dokumentiert. Es sind CE-Elektropherogramme der 
Probenzusammensetzung vor und nach Gelchromatographie des Gal(β1-3)GlcNAcα1-UDP 
Synthese-Mixes dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 49: A) Elektropherogram der isolierten Nukleotid-Zucker Fraktion. UDP-GlcNAc diente 
als Akzeptor- und pNP-Gal als Donorsubstrat um nukleotid-aktivierte Oligosaccharide zu 
synthetisieren. CE-UV Analyse mit 50 mM NH4OAc Puffer, pH 9.2. Migrationszeiten: UDP-GlcNAc 
(6,2 Minuten), UDP-diNAc (5,55 Minuten), UDP-triNAc (5,42 Minuten) und UDP-tetraNAc (5,17 
Minuten). B) Elektropherogram des isolierten, N-acetylierten UDP-Disaccharids nach Gelfiltration. 
Migrationszeiten: UDP-diNAc (5,5 Minuten).  
 
Es wurden 900 µL des Disaccharids Gal(β1-3)GlcNAcα1-UDP mit einer Konzentration von 
2,8 mM und einer Reinheit von 89 % durch Gelfiltration an Biogel P2 extra fine Material 
aufgereinigt. 
 
Die Aufreinigung des nukleotid-aktivierten Disaccharids Gal(β1-3)GalNAcα1-UDP ist in den 
nachfolgenden Abbildung 50 dokumentiert. Es sind CE-Elektropherogramme der 
Probenzusammensetzung vor und nach Gelchromatographie des Gal(β1-3)GalNAcα1-UDP 
Synthese-Mixes dargestellt. 
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Abbildung 50: A) Elektropherogram der isolierten Nukleotid-Zucker Fraktion. UDP-GalNAc diente 
als Akzeptor- und pNP-Gal als Donorsubstrat um nukleotid-aktivierte Oligosaccharide zu 
synthetisieren. CE-UV Analyse mit 50 mM NH4OAc Puffer, pH 9.2. Migrationszeiten: UMP (7,7 
Minuten), UDP-GalNAc (6,4 Minuten), UDP-diNAc (5,7 Minuten), UDP-triNAc (5,2 Minuten) und 
UDP-tetraNAc (4,8 Minuten). B) Elektropherogram des isolierten, N-acetylierten UDP-Disaccharids 
nach Gelfiltration. Migrationszeiten: UDP-diNAc (5,7 Minuten). 
 
Insgesamt wurde 1 mL des Disaccharids Gal(β1-3)GalNAcα1-UDP mit einer Konzentration 
von 10 mM durch Gelfiltration an Biogel P2 extra fine Material aufgereinigt. 
 
4.6 Übertragungsexperimente mit Nukleotiddisacchariden 
 
Glykosyltransferasen übertragen Monosaccharide von Nukleotidzuckern auf 
Akzeptorsubstrate, wobei das Nukleotid freigesetzt wird. Die Fragestellung für die 
nachfolgend dokumentierten Experimente war, ob eine geeignete Glykosyltransferase auch in 
der Lage wäre ein Disaccharid, welches nukleotidaktiviert ist auf ein Akzeptorsubstrat zu 
übertragen. Für diese Experimente standen die zuvor isolierten Nukleotiddisaccharide 
(Gal(β1-3)Glcα1-UDP, Gal(β1-3)GlcNAcα1-UDP und Gal(β1-3)GalNAcα1-UDP) zur 
Verfügung. Die Glykosyltransferasen wurden anhand des Zuckers ausgesucht, der mit UDP 
verbunden ist (Glc-, GlcNAc- und GalNAc-Transferasen). 
 
Zur Übertragung des Nukleotidzuckers Gal(β1-3)Glcα1-UDP war keine Glukosyltransferase 
mit der benötigten Substratspezifität verfügbar. Daher konnte das isolierte Disaccharid nicht 
für Übertragungsexperimente als Donorsubstrat eingesetzt werden. 
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Das N-acetylierte Disaccharid Gal(β1-3)GlcNAcα1-UDP hingegen kann als Donorsubstrat für 
die β-1,3-N-Acetyl-glucosaminlytransferase aus Helicobacter pylori (β3-GlcNAc-T) getestet 
werden. Dieses UDP-aktivierte Disaccharid wurde in einem Übertragungsexperiment mit der 
β3-GlcNAcT eingesetzt ( 3.7.10). Für das natürliche Donorsubstrat UDP-GlcNAc wies das zur 
Verfügung gestellte Enzym eine Aktivität von 260 mU/mL auf. Die Übertragung von GlcNAc 
(Donor: UDP-GlcNAc) auf den Akzeptor LacNAc-tBoc Typ 2 wurde als Positivkontrolle 
mitgeführt und erfolgte zu 100 % (24 Stunden). Eine Übertragung des Disaccharids Gal(β1-
3)GlcNAc von dem in dieser Arbeit isolierten UDP-aktivierten Donorsubstrat Gal(β1-
3)GlcNAcα1-UDP konnte nach 24 Stunden Reaktionszeit nicht nachgewiesen werden 
(Abbildung 51) 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 51: HPLC Chromatogramme des Übertragungsversuches des Disaccharids Gal(β1-
3)GlcNAc von dem UDP-aktivierten Donorsubstrat auf LacNAc-tBoc Typ 2 mit der β3-GlcNAc-T zu 
Beginn der Reaktion (A) und nach 24 Stunden Reaktionszeit (B). Migrationszeit von LacNAc-tBoc 
Typ 2 (15 Minuten).  
 
Die β-1,3-N-Acetyl-glucosaminlytransferase aus Helicobacter pylori (β3-GlcNAc-T) ist 
offensichtlich nicht promiskuitiv genug, um das UDP-aktivierte Disaccharid als 
Donorsubstrat zu akzeptieren. Innerhalb von 24 Stunden Reaktionszeit ist kein 
Übertragungsprodukt und kein Verbrauch des Akzeptors LacNAc-tBoc Typ 2 in der HPLC 
nachweisbar gewesen (Abbildung 51). Die Übertragung des Disaccharids durch eine andere 
GlcNAc-Transferase mit erweitertem Substratspektrum ist aber prinzipiell denkbar. 
 
Das UDP-aktivierte Disaccharid Gal(β1-3)GalNAcα1-UDP entspricht einer Core-1 Struktur, 
bekannt aus der O-Glykosylierung von Proteinen. Entsprechend kann die rekombinante 
His6ppGalNAcT2 (Polypeptide-N-Acetyl-galactosaminyltransferase-2), welche 
natürlicherweise die O-Glykosylierung der Hinge-Region des humanen Immunglobulin A1 
(IgA1) durch die Übertragung von GalNAc auf Serin oder Threonin initiiert, auf die 
Übertragung des Disaccharids Gal(β1-3)GalNAc getestet werden. Weiterhin kommt die β-
~
A: 0 Minuten B: 24 h
~
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1,4-Galaktosyltransferase 1-Mutante Y284L als übertragendes Enzym in Betracht. Durch eine 
Mutation ist das Enzym in der Lage, anstelle des natürlichen Substrats (UDP-Gal) das N-
acetylierte UDP-GalNAc als Donorsubstrat zu verwenden.  
 
In Abbildung 52 ist zunächst das Ergebnis des Aktiviätstests der ppGalNAc-T2 dargestellt. Bei 
der Übertragung von GalNAc auf das künstliche hinge region peptide, entsteht UDP als 
sekundäres Produkt. Die Enzymaktivität mit dem natürlichen Substrat UDP-GalNAc lässt sich 
durch CE-Analyse an der Bildung von UDP verfolgen (siehe Abbildung unten). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 52: CE-Elektropherogram zur Überprüfung der Aktiviät der ppGalNAc-T2. A) 
Aktivitätstest nach Enzymzugabe, UDP-GalNAc diente als Donor- und hinge region peptide als 
Akzeptor-Substrat. CE-UV Analyse mit 50 mM NH4OAc Puffer, pH 9.2. Migrationszeiten: UDP-
GalNAc (6,5 Minuten), UDP (9,7 Minuten). B) Elektropherogram des Aktivitätstests nach 24 Stunden. 
Migrationszeiten: UMP (7,8 Minuten) und UDP (9,8 Minuten) 
 
Die ppGalNAc-T2 setzte das natürliche Substrat UDP-GalNAc nach 24 Stunden zu  100 % 
um. Das als Sekundärprodukt UDP zerfällt weiter zu UMP. Das aktive Enzym wurde 
anschließend in einem Übertragungsexperiment mit dem in dieser Arbeit isolierten UDP-
aktivierten Disaccharid Gal(β1-3)GalNAcα1-UDP eingesetzt. Das Ergebnis ist Abbildung 53 
dargestellt: 
 
 
 
 
 
A
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Abbildung 53: CE-Elektropherogram des Übertragungsexperiments der ppGalNAc-T2 nach 24 
Stunden. Gal(β1-3)GalNAcα1-UDP diente als Donor- und hinge region peptide als Akzeptor-Substrat. 
CE-UV Analyse mit 50 mM NH4OAc Puffer, pH 9.2. Migrationszeiten: Gal(β1-3)GalNAcα1-UDP 
(5,9 Minuten). 
 
Eine Übertragung des Disaccharids Gal(β1-3)GalNAc von dem in dieser Arbeit isolierten 
UDP-aktivierten Donorsubstrat Gal(β1-3)GalNAcα1-UDP konnte nach 24 Stunden 
Reaktionszeit mit der ppGalNAc-T2 nicht nachgewiesen werden. Das Donorsubstrat Gal(β1-
3)GalNAcα1-UDP wurde durch das Enzym nicht umgesetzt und es kam daher zu keiner 
Bildung von UDP oder UMP (Abbildung 53).  
 
In einem weiteren Übertragungsexperiment mit dem Disaccharid Gal(β1-3)GalNAcα1-UDP 
wurde die β-1,4-Galaktosyltransferase 1-Mutante Y284L (GalT-Mutante) eingesetzt ( 3.7.10). 
Diese wies für die LacDiNAc-Synthese mit dem Donorsubstrat UDP-GalNAc eine Aktivität 
von 28,3 mU/mL auf (Daten nicht gezeigt). Das aktive Enzym wurde anschließend im 
Übertragungsexperiment eingesetzt. Das Resultat ist in Abbildung 54 gezeigt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gal(β1-3)GalNAcα1-UDP
24 Stunden
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Abbildung 54: HPLC Chromatogramme des Übertragungsversuches des Disaccharids Gal(β1-
3)GalNAc von dem UDP-aktivierten Donorsubstrat auf GlcNAc-tBoc mit der GalT-Mutante zu 
Beginn der Reaktion (A) und nach 18,5 Stunden Reaktionszeit (B). Migrationszeit von GlcNAc-tBoc 
(17,5 Minuten A und 17,9 Minuten B).  
 
Auch die GalT-Mutante ist nicht in der Lage ein Disaccharid en block von einem UDP-
aktivierten Donor zu übertragen. Es konnte keine Bildung eines Trisaccharids festgestellt 
werden. Die leichte Retentionszeitenverschiebung des GlcNAc-tBoc Akzeptorsubstrats 
beruhte auf einem Laufmittelwechsel. 
 
4.7 Galakto-Oligosaccharide 
 
In allen Transglykosylierungsansätzen zur Synthese von nukleotidaktivierten 
Oligosacchariden, ist die Laktosehydrolyse von einem generellen Galaktosyltransfer begleitet, 
wodurch so genannte Galakto-Oligosaccharide (GAOS) entstehen. Laktose dient dabei 
zugleich als Donor- und Akzeptorsubstrat. GAOS sind Prebiotika bzw. bifidogene Faktoren, 
die das Wachstum nützlicher Darmbakterien, wie Bifidobacteria und Lactobacilli fördern 
[Vandenplas 2010] und als funktionelles Lebensmittel eingesetzt werden [Czermak et al. 
2004]. Die Synthese von GAOS wird nachfolgend beschrieben. Die Analyse dieser neutralen 
Saccharide wurde mit Hilfe der HPAEC-PAD realisiert. In Abbildung 55 ist exemplarisch eine 
HPAEC-PAD Analyse eines Reaktionsansatzes unter ~ 17 Watt MWI nach 1 Minuten und 
nach 60 Minuten Inkubationszeit gezeigt. 
 
 
 
A) 1 Minute B) 18,5 Stunden
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Abbildung 55: HPAEC-PAD Analyse der GAOS-Synthese mit 500 mM Laktose und kommerziellem 
Enzympräparat „BIOLACTASA NTL CONC“ (Biocon, Barcelona, Spanien) bei 30 °C unter ~ 17 
Watt MWI nach (A) 1 Minute und (B) 60 Minuten. Migrations-Zeiten: Monosaccharide Gal/Glc (4,1 
Minuten); Laktose (6,9 Minuten), GAOS (> 8 Minuten). 
 
An Abbildung 55 ist deutlich zu erkennen, dass die Laktose (6,9 Minuten) verbraucht wird und 
die Konzentration der freien Monosaccharide Galaktose und Glukose (4,1 Minuten) ansteigt. 
Die GAOS sind über einen weiten Bereich mit Migrationszeiten > 8 Minuten verteilt, wobei 
die Peaks unterschiedliche Kettenlängen der Produkte widerspiegeln. GAOS-Synthesen 
wurden für Substratkonzentrationen von 300 mM bis 500 mM Laktose durchgeführt. 
Verglichen wurden Synthesen bei 30 °C unter herkömmlichen Reaktionsbedingungen im 
Heizblock mit der Synthese unter ~ 17 Watt Mikrowelleneinstrahlung. Bei der Synthese mit 
300 mM Laktose wurde, bezogen auf die eingesetzte Laktose, eine maximale GAOS-
Ausbeute von 13 % (Summe aller GAOS) unter herkömmlichen Reaktionsbedingungen im 
Heizblock erreicht. Die %-Angabe ist der Anteil der Peakfläche der GAOS an der 
Gesamtpeakfläche (Laktose, Monosaccharide und GAOS). Peaks, die zeitlich vor den 
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Monosaccharide eluieren, sind vermutlich Puffersubstanzen und Substanzen im 
kommerziellen Enzympräparat. Diese Peaks (< 4 Minuten) konnten nicht zugeordnet werden 
und wurden daher aus der Berechnung herausgelassen. Die maximale Ausbeute im Heizblock 
ist bereits nach wenigen Minuten erreicht. Wird der Reaktionsansatz weiter mit dem aktiven 
Enzym inkubiert, tritt Hydrolyse ein. Im Gegensatz dazu wird das Enzym unter 
Mikrowelleneinstrahlung nach Erreichend er maximalen Ausbeute inaktiviert und es kann 
keine Produkthydrolyse mehr eintreten. (Abbildung 56) 
 
Abbildung 56: GAOS-Synthese mit 300 mM Laktose bei 30 °C und ~ 17 Watt MWI mit 
kommerziellem Enzympräparat „BIOLACTASA NTL CONC“ (Biocon, Barcelona, Spanien). GAOS 
wurden mit HPAEC-PAD analysiert und als die Summe aller Produkte prozentual aufgetragen. 
Produkte: GAOS unter ~ 17 Watt MWI ■ und unter herkömmlichen Bedingungen im Heizblock ●. 
 
Bei der Synthese mit 500 mM Laktose wurde eine maximale GAOS-Ausbeute von 17 % 
(Summe aller GAOS) bereits nach 5 Minuten im Heizblock erreicht. Durch die Erhöhung der 
Substratkonzentration von 300 mM auf 500 mM Laktose konnte die GAOS-Ausbeute um 4 % 
gesteigert werden. Nach einer Inkubationszeit >10 Minuten im Heizblock tritt jedoch bereits 
Hydrolyse der Produkte ein. Im Gegensatz dazu ist die GAOS-Bildungsrate unter MWI zwar 
geringer, aber es wird eine geringfügig höhere Produktausbeute erzielt und die Hydrolyse 
vollständig unterdrückt (Abbildung 57). 
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Abbildung 57: GAOS-Synthese mit 500 mM Laktose bei 30 °C und ~ 17 Watt MWI mit 
kommerziellem Enzympräparat „BIOLACTASA NTL CONC“ (Biocon, Barcelona, Spanien). GAOS 
wurden mit HPAEC-PAD analysiert und als die Summe aller Produkte prozentual aufgetragen. 
Produkte: GAOS unter ~ 17 Watt MWI ■ und unter herkömmlichen Bedingungen im Heizblock ●. 
 
4.8 Glykanstrukturen mit chemischem Linker 
 
Die Synthese amino-funktionalisierter Glykanstruktren bietet den Vorteil der 
Immobilisierbarkeit an Oberflächen. Dies ist für die Biomaterialentwicklung unablässlich. 
Auch biochemische Untersuchungen durch Bindung der Strukturen in Reaktionsgefäßen, wie 
z.B. Mikrotiterplatten, sind möglich. In dieser Arbeit wurden bislang β1-4- und β1-3-
verknüpfte Glykanstrukturen vorgestellt. In dem vorliegenden Kapitel werden diese 
Strukturen aufgegriffen und die Synthese am chemischen Linker demonstriert. Zusätzlich 
wird hierbei auch die Optimierung durch Mikrowelleneinstrahlung untersucht. Da es sich bei 
den β1-4- und β1-3-verknüpften Glykanen um unterschiedliche Synthesestrategien handelt, 
werden diese in getrennten Unterkapitel behandelt. Zunächst wird im folgenden Kapitel die 
Synthese β1-4-verknüpfter Strukturen dargestellt, die an die in der Arbeitsgruppe Elling gut 
etablierte poly-LacNAc-tBoc-Synthese angelehnt ist. 
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4.8.1 β1-4-verknüpfte Glykanstrukturen mit chemischem Linker 
 
Die Synthese von poly-LacNAc-tBoc Strukturen wurde in der Arbeitsgruppe Elling bereits 
unter Verwendung der beiden Leloir-Glykosyltransferasen β1,4-Galaktosyltransferase und 
β1,3-N-Acetylglukosaminyltransferase etabliert [Sauerzapfe et al. 2009; Rech et al. 2011]. 
Der erste Schritt ist dabei der Transfer von Galaktose auf GlcNAc-tBoc durch die β4Gal-T. 
Bei diesem Schritt ist UDP-Gal notwendig und wird verbraucht. Die Synthese von LacNAc-
tBoc ist jedoch, wie in dieser Arbeit gezeigt werden wird, auch unter Verwendung der 
kommerziellen β1-4-Galaktosidase aus Bacillus circulans möglich. Bei diesem Ansatz wird 
das kostengünstige Donorsubstrat Laktose eingesetzt, um Galaktose in einer kinetisch 
kontrollierten Transglykosylierungsreaktion auf GlcNAc-tBoc zu übertragen. Im diesem 
Kapitel wird gezeigt, dass neben LacNAc-tBoc Typ 2 ein weiteres Disaccharid entsteht und 
dass es sich dabei um Gal(β1-6)GlcNAc-tBoc handelt. Im weiteren Reaktionsverlauf 
entstehen durch Galaktosetransfer auch Trisaccharide (siehe Abbildung 58). Die Trennung von 
LacNAc-tBoc Typ 2 von dem β6-Verknüpfungsisomer und den Oligosacchariden wird durch 
RP-HPLC realisiert, was auch im Verlauf dieses Kapitels dargestellt wird. Die 
Rückgewinnung des nicht verbrauchten GlcNAc-tBoc-Substrats ist im selben 
Aufreinigungsschritt möglich (siehe Abbildung 60). Um eine optimale Ausbeute an LacNAc-
tBoc Typ 2 zu erhalten, wurden Zeit-Umsatzkurven aufgenommen und Temperatur, Enzym- 
und Akzeptorsubstratkonzentrationen optimiert (nicht alle Ergebnisse gezeigt). Im Rahmen 
dieser Voruntersuchungen hat sich eine Synthesestemperatur von 35 °C als optimal erwiesen, 
weshalb alle nachfolgend gezeigten Ergebnisse Synthesen bei dieser Temperatur zeigen.  Der 
Einfluss von Mikrowelleneinstrahlung war bereits bei der UDP-LacNAc Synthese vorteilhaft 
und wurde hier ebenfalls mit Reaktionen unter herkömmlichen Bedingungen im Heizblock 
verglichen (siehe Abbildung 59). Exemplarisch werden im Folgenden Synthesereaktionen 
analysiert, die 500 mM Laktose, 50 mM GlcNAc-tBoc in 50 mM Citrat- Na2HPO4-Puffer, pH 
6,0 enthielten und mit einer Endkonzentration von 110 U/mL der kommerziellen β-
Galaktosidase aus Bacillus circulans bei 35 °C inkubiert wurden. Experimente wurden bei 
35 °C im Heizblock und im Vergleich dazu im Mikrowellenreaktor bei 35 °C und ~ 85 Watt 
durchgeführt, um das Disaccharid Gal(β1-4)GlcNAc-tBoc herzustellen. Die Zuordnung der 
Produkte erfolgte durch unterschiedliche Elutionszeiten in der RP-HPLC und ist an späterer 
Stelle ausführlich dargestellt. Zunächst soll der generelle Versuchsverlauf dargestellt werden 
Die Zeit-Umsatzkurve der Reaktion im Heizblock (Abbildung 58) zeigt deutlich, dass das 
Disaccharid Gal(β1-4)GlcNAc-tBoc (LacNAc-tBoc) nach 5 Minuten mit einer Ausbeute von 
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17 % das Hauptprodukt ist. Bereits nach 10 Minuten nimmt jedoch die Konzentration des 
LacNAc-tBocs ab und die des β1-6-Isomers zu. Des weiteren ist die Bildung von zwei 
unterschiedlichen Trisacchariden zu beobachten.  
 
 
Abbildung 58: Synthese von tBoc-Oligosacchariden bei 35 °C mit dem kommerziellen 
Enzympräparat „BIOLACTASA NTL CONC“ (Biocon, Barcelona, Spanien) im Heizblock. Es 
wurden 500 mM Laktose als Donorsubstrat, 50 mM GlcNAc-tBoc als Akzeptorsubstrat und 110 U/mL 
kommerzielle β-Galaktosidase in 50 mM Citrat-Na2HPO4-Puffer, pH 6,0 eingesetzt. Substrat: 
GlcNAc-tBoc ♦; Produkte: β4Disaccharid (LacNAc-tBoc Typ 2)●; β4Trisaccharid■; β6Disaccharid○; 
β6Trisaccharid .  
 
Im Gegensatz zur Synthese im Heizblock, werden einzelne Substanzen unter 
Mikrowelleneinstrahlung stabilisiert (Abbildung 59). LacNAc-tBoc ist über die gesamte 
Versuchsdauer (1 Stunde) das Hauptprodukt und es wird eine Maximalausbeute von 16 % 
nach 5 Minuten erreicht. LacNAc-tBoc nimmt nach 30 Minuten auf 10 % zugunsten des 
Trisaccharids ab, danach bleibt die Konzentration jedoch stabil. An dem Verlauf der GlcNAc-
tBoc Konzentration ist zu erkennen, dass unter Mikrowelleneinstrahlung keine 
Produkthydrolyse stattfindet, im Gegensatz zu der Reaktion im Heizblock, wobei eine 
Freisetzung des GlcNAc-tBocs zu beobachten ist. Die Bildung des β1-6-Isomers wird durch 
die Mikrowelleneinstrahlung scheinbar unterdrückt. 
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Abbildung 59: Synthese von tBoc-Oligosacchariden bei 35 °C mit dem kommerziellen 
Enzympräparat „BIOLACTASA NTL CONC“ (Biocon, Barcelona, Spanien) unter ~ 85 Watt 
Mikrowelleneinstrahlung. Es wurden 500 mM Laktose als Donorsubstrat, 50 mM GlcNAc-tBoc als 
Akzeptorsubstrat und 110 U/mL kommerzielle β-Galaktosidase in 50 mM Citrat-Na2HPO4-Puffer, pH 
6,0 eingesetzt. Substrat: GlcNAc-tBoc ♦; Produkte: β4Disaccharid (LacNAc-tBoc Typ 2)●; 
β4Trisaccharid■; β6Disaccharid○; β6Trisaccharid . 
 
Die Analyse der Zeit-Umsatzkurven ergab nach 30 Minuten ein Verhältnis der 
Disaccharidisomere β4:β6 für die Reaktion im Heizblock 1:1 und unter Mikrowellen 2:1. Im 
analytischen Maßstab konnte ein Einfluss der Mikrowelleneinstrahlung auf das Verhältnis der 
Verknüpfungsisomere festgestellt werden, wobei das β1-4-verknüpfte Isomer bevorzugt war. 
Diese günstige Produktverteilung sollte auf den präparativen Maßstab übertragen werden. Die 
zuvor im analytischen Maßstab durchgeführten Versuche wurden auf den präparativen 
Maßstab übertragen und die Reaktionen in Heizblock und Mikrowellenreaktor nach 30 
Minuten beendet. In Abbildung 60 sind die Chromatogramme der präparativen HPLC 
dargestellt. Es werden nun die Isolierung und Analyse der entstanden Glykanstrukturen näher 
erläutert. 
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Abbildung 60: Präparative HPLC an einer reversed-phase-Eurospher®-100-10 C-18 Säule von 
Knauer (siehe Methodenteil  3.2.3). Die LacNAc-tBoc Typ 2 Synthesen erfolgten bei 35 °C unter ~85 
Watt Mikrowelleneinstrahlung (A) und im Heizblock (B). Es wurden 500 mM Laktose als 
Donorsubstrat, 50 mM GlcNAc-tBoc als Akzeptorsubstrat und 110 U/mL kommerzielle β-
Galaktosidase in 50 mM Citrat-Na2HPO4-Puffer, pH 6,0 eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 30 
Minuten. Die Zuordnung der Produkte erfolgte durch Massenspektroskopie nach Isolierung. 
Migrationszeiten: 18 Minuten β6Trisaccharid (1), 21 Minuten β6Disaccharid (2), 24 Minuten 
β4Trisaccharid (3), 27 Minuten β4Disaccharid (4) (LacNAc-tBoc Typ 2) und 31 Minuten GlcNAc-
tBoc (5). 
 
Das Ergebnis der präparativen HPLC zeigt deutlich, dass für beide Reaktionen die jeweiligen 
Verteilungen der Verknüpfungsisomere im präparativen Maßstab reproduziert werden 
konnten, die im analytischen Maßstab nach 30 Minuten erzielt wurden. Die präparative 
Synthese unter Mikrowelleneinstrahlung führt nach 30 Minuten bei 35 °C zu einer 10 %igen 
Ausbeute von LacNAc-tBoc (vergleiche Abbildung 60A und Abbildung 59), während sie unter 
herkömmlichen Bedingungen im Heizblock lediglich bei 5 % liegt (vergleiche Abbildung 60B 
und Abbildung 58). Durch die Mikrowelleneinstrahlung konnte das Verhältnis der beiden 
Disaccharidisomere über eine Reaktionszeit von 60 Minuten zu Gunsten des β1-4-
verknüpften Isomers verschoben werden. Während sich im Heizblock das Verhältnis im 
Laufe der Reaktion umkehrt und das β1-6-verknüpfte Isomer überwiegt, bleibt das β1-4-
verknüpfte Isomer unter Mikrowelleneinstrahlung über die gesamte Versuchsdauer das 
Hauptprodukt. Während es bei der Reaktion im Heizblock schwierig ist, den optimalen 
Zeitpunkt zum Beenden der Reaktion zu bestimmen, wird der Zeitraum der optimalen 
A
B
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LacNAc-tBoc-Ausbeute durch die Mikrowelleneinstrahlung verlängert. Die praktische 
Umsetzung einer Synthese im präparativen Maßstab wird daher durch 
Mikrowelleneinstrahlung vereinfacht. Bei der präparativen Synthese von tBoc-
Oligosacchariden entstehen pro Synthese jeweils zwei Disaccharide (Peaks A2 und A4 und 
B2 und B4 in Abbildung 60A und B). Diese wurden durch präparative HPLC isoliert. Das im 
Laufmittel vorhandene Acetonitril wurde durch eine Aufkonzentrierung im 
Rotationsverdampfer entfernt. Anschließend wurde eine Konzentrationsbestimmung der 
Reinsubstanzen über analytische HPLC mit externer Kalibrierung durch GlcNAc-tBoc 
durchgeführt (Tabelle 29). 
 
Tabelle 29: Isolierung der Disaccharide, die bei der LacNAc-tBoc Typ 2 Synthese entstehen. 
SYNTHESE NR. VOL. 
[mL] 
KONZ. 
[mM] 
STOFFMENGE 
[mol] 
VERHÄLTNIS 
β4/β6 
Mikrowelle 
35 °C 
A2;  
Di-β6 
1,95 0,34 0,67 2,4 : 1 
Mikrowelle 
35 °C 
A4 
Di-β4 
2,7 0,60 1,61 
Heizblock  
35 °C 
B2 
Di-β6 
1,75 0,79 1,39 1 : 1 
Heizblock  
35 °C 
B4 
Di-β4 
1,2 1,16 1,39 
 
Wie in Tabelle 29 zu sehen ist, wurde nach der Synthese unter Mikrowelleneinstrahlung eine 
höhere Stoffmenge von LacNAc-tBoc Typ 2 (Di-β4) isoliert, als nach einer im Heizblock. 
 
Die Massen der vier Produkte (Peaks 1-4 Abbildung 60A und B), die bei der LacNAc-tBoc 
Synthese entstehen, wurden durch HPLC-MS ermittelt: Peak 1 (m/z 745), Peak 2 (m/z 583), 
Peak 3 (m/z 745) und Peak 4 (m/z 583). Die Ergebnisse sind im Anhang hinterlegt ( 7.12). Die 
massenspektrometrische Analyse ergab für die isolierten Substanzen, dass es sich bei Peak 1 
und 3 um Trisaccharide und bei Peak 2 und 4 um Disaccharide handelt. Die Verknüpfung der 
Disaccharide wurde im Folgenden durch spezifische Hydrolyse ihrer glykosidischen 
Bindungen untersucht. 
 
Durch die Hydrolysespezifität des Enzyms ( 4.1.1) konnte vermutet werden, dass es sich bei 
den Disacchariden um β1-4- (d.h. LacNAc-tBoc Typ 2) und β1-6-verknüpfte Isomere handeln 
muss. Um zu ermitteln, um welche Verknüpfungsisomere es sich handelt, wurde die 
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rekombinante β1-3-Galaktosidase (BgaC) eingesetzt, um die Produkte spezifisch zu verdauen. 
Das rekombinante Enzym kann zwar β1-6 glykosidische, nicht aber β1-4 glykosidische 
Bindungen hydrolysieren. Der Versuch ist in  3.8.4 beschrieben. Die Ergebnisse sind in 
Abbildung 61 dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 61: Analytische HPLC an einer reversed-phase LiChrospher®-100-RP-18 Säule, 250 x 4 
mm von Merck (siehe Methodenteil  3.2.3). Gezeigt ist die analytische Hydrolyse der Disaccharide der 
LacNAc-tBoc Typ 2 Synthese mit Hilfe der rekombinanten β1-3-Galaktosidase (BgaC). Verdau des 
tBoc-verknüpften Disaccharides Peak 4 der präparativen HPLC (A) und des tBoc-verknüpften 
Disaccharides Peak 2 der präparativen HPLC (B), vergleiche Abbildung 60. 
 
Es ist deutlich zu erkennen, dass das tBoc-verknüpften Disaccharid Peak 4 der präparativen 
HPLC (Abbildung 61A) eine β1-4-glykosidische Bindung aufweist, da keine Hydrolyse 
stattfindet. Im Gegensatz dazu wird das tBoc-verknüpfte Disaccharid Peak 2 der präparativen 
HPLC (Abbildung 61B) nach einer Stunde vollständig zu GlcNAc-tBoc hydrolysiert. Es weist 
somit eine β1-6-glykosidische Bindung auf. Die analytische Hydrolyse der Trisaccharide 
ergab kein eindeutiges Ergebnis, so dass die Art der glykosidischen Bindungen nicht 
abschließend geklärt werden konnte. In Schema 6 sind die Ergebnisse der präparativen 
LacNAc-tBoc Typ 2 Synthese unter Mikrowelleneinstrahlung graphisch zusammengefasst. 
 
Galβ1-4GlcNAc-tBoc
1 Minute
5 Minuten
10 Minuten
30 Minuten
60 Minuten
Galβ1-6GlcNAc-tBoc
GlcNAc-tBoc
1 Minute
5 Minuten
10 Minuten
30 Minuten
60 Minuten
A
B
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Schema 6: Graphische Zusammenfassung der präparativen LacNAc-tBoc Typ 2 Synthese 
 
4.8.2 β1-3-verknüpfte Glykanstrukturen mit chemischem Linker 
 
Neben der Synthese von amino-funktionalisierten LacNAc-Strukturen mit β1-4-
glykosidischer Bindung, ist durch den hier beschriebenen Transglykosylierungsansatz auch 
die Bildung β1-3-glykosidischer Strukturen möglich. Die Synthese von LacNAc-tBoc Typ 1, 
d.h. Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc, wird unter Verwendung der rekombinanten β1-3-Galaktosidase 
(BgaC) aus Bacillus circulans durchgeführt ( 3.8.1). Bei diesem Ansatz wird als Donorsubstrat 
pNP-Gal eingesetzt um Galaktose auf GlcNAc-tBoc zu übertragen. Neben LacNAc-tBoc Typ 
1 entsteht ein weiteres Disaccharid (Gal(β1-6)GlcNAc-tBoc) und durch repetitiven Transfer 
von Galaktose auch Oligosaccharide (siehe Abbildung 64 und Tabelle 30). Das bei der Reaktion 
frei werdende p-Nitrophenol stellt für die Analytik ein Problem dar, da es wie der tBoc-Linker 
bei 254 nm absorbiert und längerkettige Produktsignale überlagert. LacNAc-tBoc Typ 1 wird 
jedoch nicht überlagert und kann aus dem Synthesemix heraus analysiert werden. Zur 
präparativen Aufreinigung durch HPLC muss jedoch das pNP durch Gelfiltration von den 
tBoc-Oligosacchariden abgetrennt werden ( 3.8.3). Die Produkte lassen sich dann einfach 
isolieren und auch das nicht verbrauchte GlcNAc-tBoc lässt sich zurückgewinnen (Abbildung 
64). Um eine optimale Ausbeute an LacNAc-tBoc Typ 1 zu erhalten, wurden Zeit-
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Umsatzkurven aufgenommen und Temperatur, Enzym- und Akzeptorsubstratkonzentrationen 
optimiert. Der Einfluss von Mikrowelleneinstrahlung war bereits bei der UDP-LacNAc Typ 1 
Synthese vorteilhaft und wurde hier ebenfalls mit Reaktionen unter herkömmlichen 
Bedingungen im Heizblock verglichen (Abbildung 62). Exemplarisch werden im Folgenden 
Synthesereaktionen analysiert, die 500 mM pNP-Gal, 50 mM GlcNAc-tBoc als 
Akzeptorsubstrat und 200 mM 2,6-Di-O-Methyl-β-Cyclodextrin als Löslichkeitsvermittler in 
50 mM Citrat-Na2HPO4-Puffer, pH 6,0 gelöst und mit einer Endkonzentration von 11,5 U/mL 
der rekombinanten β3-Galaktosidase aus Bacillus circulans (His6BgaC) bei 35 °C inkubiert. 
Experimente wurden bei 35 °C im Heizblock und im Vergleich dazu im Mikrowellenreaktor 
bei 35 °C und ~ 100 Watt durchgeführt und die Konzentration an gebildetem Gal(β1-
3)GlcNAc-tBoc durch HPLC ermittelt.  
 
An der Zeit-Umsatzkurve des bei der Reaktion unter herkömmlichen Bedingungen im 
Heizblock gebildeten LacNAc-tBoc Typ 1 ist zu erkennen, dass nach 30 Minuten maximal 9,8 
mM der Substanz gebildet wurden. Die Konzentration nimmt jedoch bis zum Ende der 
Reaktion (60 Minuten) auf 6 mM ab (Abbildung 62). Im Gegensatz zur Synthese im 
Heizblock, steigt die LacNAc-tBoc Typ 1 Konzentration unter Mikrowelleneinstrahlung 
kontinuierlich an und erreicht nach einer Stunde 12 mM. Neben dem Disaccharid entstehen 
noch andere Produkte, die aber durch die Überlagerung der Signale bei 254 nm vor 
Abtrennung des p-Nitrophenols durch Gelfiltration nicht eindeutig zu bestimmen sind. 
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Abbildung 62: Synthese von LacNAc-tBoc Typ 1 bei 35 °C mit der rekombinanten β-Galaktosidase 
(BgaC) unter herkömmlichen Versuchsbedingungen im Heizblock ● und unter ~100 Watt 
Mikrowelleneinstrahlung ■. Es wurden 500 mM pNP-Gal als Donorsubstrat, 50 mM GlcNAc-tBoc als 
Akzeptorsubstrat und 200 mM 2,6-Di-O-Methyl-β-Cyclodextrin als Löslichkeitsvermittler in 50 mM 
Citrat- Na2HPO4-Puffer, pH 6,0 gelöst und mit einer Endkonzentration von 11,5 U/mL der 
rekombinanten β3-Galaktosidase inkubiert.  
 
Zur eingehenden Analyse der Produkte wird exemplarisch eine präparative Synthese von 
LacNAc-tBoc im Heizblock durchgeführt. Dabei werden auch die längerkettigen Produkte 
gebildet, was eine Erfassung des gesamten Produktspektrums ermöglicht. Zunächst musste 
das freie pNP von dem Reaktionsgemisch abgetrennt werden. Dies wurde durch Gelfiltration 
erreicht (Abbildung 63). 
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Abbildung 63: Gelchromatographie eines Reaktionsansatzes mit 500 mM pNP-Gal als Donorsubstrat 
und 50 mM GlcNAc-tBoc als Akzeptorsubstrat an Biogel P2 extra fine Material (BioRad, München, 
Deutschland) in einer XK26/40 Säule (GE-Healthcare, München, Deutschland) zur Abtrennung des 
freigesetzten p-Nitrophenols (pNP). 
 
Nach diesem Aufreinigungsschritt wurden die Saccharide aufkonzentriert und die Produkte 
durch präparative HPLC isoliert (Abbildung 64). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 64: Präparative HPLC an einer reversed-phase-Eurospher®-100-10 C-18 Säule von 
Knauer (siehe Methodenteil  3.2.3). Es ist die LacNAc-tBoc Typ 1 Synthese bei 35 °C im Heizblock 
gezeigt. Es wurden 500 mM pNP-Gal als Donorsubstrat, 50 mM GlcNAc-tBoc als Akzeptorsubstrat, 
200 mM 2,6-Di-O-Methyl-β-Cyclodextrin als Löslichkeitsvermittler und 11,5 U/mL der 
rekombinanten β1-3-Galaktosidase (BgaC) in 50 mM Citrat-Na2HPO4-Puffer, pH 6,0 eingesetzt. Die 
Reaktionszeit betrug 30 Minuten. Die Peaks 1-8 wurden isoliert. 
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Die Reinsubstanzen, die durch präparative HPLC gewonnen wurden (Peaks 1-8 Abbildung 64), 
wurden aufkonzentriert und anschließend einer massenspektrometrischen Analyse 
unterzogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 30 zusammengefasst.  
 
Tabelle 30: Isolierung der Produkte, die bei der LacNAc-tBoc Typ 1 Synthese entstehen. 
PEAK- 
NUMMER 
m/z tBOC-
SACCHARID
VOLUMEN 
[mL] 
KONZENTRATION 
[mM] 
STOFFMENGE
[mol] 
1 421 Mono 0,9 12,33 11,1 
2 583 Di 1,5 1,93 2,89 
3 583 Di 0,9 2,75 2,48 
4 745 Tri 1 1,55 1,55 
5 745 
907 
Tri  
Tetra 
1 1,00 1,00 
6 745 Tri 0,47 1,68 0,79 
7 615 ? 0,25 1,05 0,26 
8 745 
907 
Tri  
Tetra 
1 0,17 0,17 
 
Die massenspektrometrische Analyse ergab, dass es sich bei Peak 1 um das Substrat GlcNAc-
tBoc handelt. Bei den Peaks 2 und 3 um Disaccharide, die durch Transfer von Galaktose auf 
GlcNAc-tBoc entstanden sind. Bei den Peaks 4 und 6 sind Trisaccharide isoliert worden. Die 
Peaks 5 und 8 enthalten Tetrasaccharide, sind aber durch Trisaccharide verunreinigt. Bei Peak 
7 ist nicht klar, um welche Struktur es sich handelt. Die Ergebnisse sind im Anhang hinterlegt 
( 7.13). 
 
Die glykosidische Bindung der Disaccharide (Peaks 2 und 3), die erwartungsgemäß β1-3- 
oder β1-6-verknüpft sind, wurde durch analytische Hydrolyse mit kommerziellen β4-
Galaktosidase (Biolactasa, Biocon, Spanien) durchgeführt, die nur β1-6- nicht aber β1-3-
verknüpte Galaktoside spalten kann ( 3.8.5). Dabei hat sich gezeigt, dass es sich bei Peak 2 um 
das gewünschte Produkt LacNAc-tBoc Typ 1 (Galβ1-3GlcNAc-tBoc) handelt, wie im 
Folgenden eingehend beschrieben wird. Auch hier entstanden bei der präparativen Synthese 
von LacNAc-tBoc Typ 1 statt einem, zwei Substanzen mit der Masse des Disaccharids, aber 
unterschiedlichem Laufverhalten in der präparativen HPLC (siehe Peak 2 und 3 Abbildung 64). 
Aus der Hydrolysespezifität der rekombinanten β1-3-Galaktosidase (BgaC) ( 4.1.2) konnte 
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geschlossen werden, dass es sich dabei um β1-3- (d.h. LacNAc-tBoc Typ 1) und β1-6-
verknüpfte Isomere handeln muss. Um zu ermitteln, ob es sich tatsächlich um diese 
Verknüpfungsisomere handelt, wurde die kommerzielle β1-4-Galaktosidase (Biolactasa, 
Biocon, Spanien) eingesetzt, um die Produkte spezifisch zu verdauen. Das kommerzielle 
Enzympräparat hydrolysiert β1-6 glykosidische, nicht aber β1-3 glykosidische Bindungen 
( 4.3.1). Die Ergebnisse sind in Abbildung 65 dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 65: Analytische HPLC an einer reversed-phase LiChrospher®-100-RP-18 Säule, 250 x 4 
mm von Merck (siehe Methodenteil  3.2.3). Die analytische Hydrolyse der tBoc-verknüpften 
Disaccharide der LacNAc-tBoc Typ 1 Synthese wurde mit Hilfe der kommerziellen β1-4-
Galaktosidase (Biolactasa) durchgeführt. Verdau des tBoc-verknüpften Disaccharides Peak 2 der 
präparativen HPLC (A) und des tBoc-verknüpften Disaccharides Peak 3 der präparativen HPLC (B). 
Vergleiche Abbildung 64. 
 
Die in Abbildung 65 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass nur eines der beiden isolierten 
Disaccharide (Abbildung 65B) mit der kommerziellen β1-4-Galaktosidase zu GlcNAc-tBoc 
abgebaut wurde. Dabei muss es sich um das β1-6-verknüpfte Isomer handeln. Das andere 
Disaccharid (Abbildung 65A) kann nicht durch das Enzym hydrolysiert werden. Da die 
kommerzielle β1-4-Galaktosidase nicht in der Lage ist β1-3-glykosidische Bindungen zu 
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spalten, muss es sich bei dem zweiten Isomer (Peak 2 der präparativen HPLC) um das 
Zielprodukt LacNAc-tBoc Typ 1 handeln. Auch eine NMR Analyse der isolierten 
Disaccharide lässt auf β1-3- bzw. β1-6-glykosidische Bindungen schließen (1H-NMR 
Spektren siehe Anhang  7.14). In der analytischen LacNAc-tBoc Typ 1 Synthese hat sich 
gezeigt, dass die Einstrahlung von Mikrowellen zu einer verbesserten Ausbeute des 
Zielprodukts beitragen kann (vergleiche Abbildung 62). Es folgen daher präparative Synthesen 
von LacNAc-tBoc Typ 1, die mit und ohne Mikrowelleneinstrahlung durchgeführt wurden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 66: Präparative HPLC an einer reversed-phase-Eurospher®-100-10 C-18 Säule von 
Knauer (siehe Methodenteil  3.2.3) der LacNAc-tBoc Typ 1 Synthesen. Inkubation erfolgte eine 
Stunde bei 35 °C im Heizblock (A) und unter ~30 Watt Mikrowelleneinstrahlung (B). Es wurden 500 
mM pNP-Gal als Donorsubstrat, 50 mM GlcNAc-tBoc als Akzeptorsubstrat, 200 mM 2,6-Di-O-
Methyl-β-Cyclodextrin als Löslichkeitsvermittler und 11,5 U/mL der rekombinanten β1-3-
Galaktosidase (BgaC) in 50 mM Citrat-Na2HPO4-Puffer, pH 6,0 eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 
60 Minuten.  Migrationszeiten: 30 Minuten GlcNAc-tBoc (1), 26 Minuten LacNAc-tBoc Typ 1 (2) 
und 21 Minuten Gal(β1-6)GlcNAc-tBoc (3). Bei den übrigen Substanzen handelt es sich um 
Galaktooligosaccharide basierend auf GlcNAc-tBoc. 
 
Das Ergebnis der präparativen HPLC (Abbildung 66) zeigt deutlich, dass die Synthese auf den 
präparativen Maßstab übertragen werden konnte. Die präparative Synthese unter 
Mikrowelleneinstrahlung führt nach 60 Minuten bei 35 °C zu einer 12 %igen Ausbeute von 
LacNAc-tBoc Typ 1, während sie unter herkömmlichen Bedingungen im Heizblock lediglich 
bei 6 % liegt. 
1
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Durch die Mikrowelleneinstrahlung konnte das Verhältnis der beiden Disaccharidisomere 
über eine Reaktionszeit von 60 Minuten zu Gunsten des β1-3-verknüpften Isomers 
verschoben werden. Unter Mikrowelleneinstrahlung bleibt das β1-3-verknüpfte Isomer über 
die gesamte Versuchsdauer das Hauptprodukt. Auch hier wird der Zeitraum der optimalen 
LacNAc-tBoc Typ 1 Ausbeute durch die Mikrowelleneinstrahlung verlängert und so die 
praktische Umsetzung einer Synthese im präparativen Maßstab vereinfacht. 
 
4.8.2.1 β1-3/6-verknüpfte Disaccharide als Akzeptorsubstrate 
 
Bei der präparativen Synthese von LacNActBoc Typ 1 wurden zwei tBoc-verknüpfte 
Disaccharide, Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc und Gal(β1-6)GlcNAc-tBoc, isoliert. Diese 
Disaccharide eignen sich als Akzeptorsubstrate für Glykosyltransferasen, die weitere 
Monosaccharide übertragen. Auf diese Weise können interessante Glykane mit biologischen 
Funktionen hergestellt werden, die über die Aminofunktionalisierung zur Beschichtung von 
Biomaterialoberflächen verwendet werden können. Im Folgenden sind 
Übertragungsexperimente mit drei verschiedenen rekombinanten Glykosyltransferasen 
(GlcNAc-T, α3-Gal-T und Fuc-T) und den tBoc-verknüpften Disacchariden Gal(β1-
3)GlcNAc-tBoc und Gal(β1-6)GlcNAc-tBoc beschrieben. 
 
Mit Hilfe der β-1,3-N-Acetyl-glucosaminlytransferase aus Helicobacter pylori sollte in 
diesem Versuch überprüft werden, ob die isolierten Disaccharide Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc und 
Gal(β1-6)GlcNAc-tBoc geeignete Akzeptorsubstrate darstellen. Die Ergebnisse wurden durch 
analytische HPLC überprüft (bbildung 67). 
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bbildung 67: Analytische HPLC an einer reversed-phase LiChrospher®-100-RP-18 Säule, 250 x 4 mm 
von Merck (siehe Methodenteil  3.2.3). Übertragungsversuch von GlcNAc auf das Disaccharid Gal(β1-
3)GlcNAc-tBoc (A) und Gal(β1-6)GlcNAc-tBoc (B). Es ist jeweils die Reinsubstanz dargestellt (0 h) 
und der Versuch nach einer Inkubation über Nacht (18 h). 
 
Die Ergebnisse der Übertragungsversuche deuten darauf hin, dass beide Trisaccharide 
GlcNAc(β1-3)Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc und GlcNAc(β1-3)Gal(β1-6)GlcNAc-tBoc erfolgreich 
synthetisiert wurden. Nach einer Synthese über Nacht ist in beiden Fällen ein Peak mit 
kürzerer Retentionszeit als das Substrat entstanden, was auf eine Kettenverlängerung 
hindeutet. Der Umsatz betrug in beiden Fällen 100 %. 
 
Mit Hilfe des Galili-Enzyms (α3-Gal-T aus Maus) sollte in diesem Übertragungsversuch 
überprüft werden, ob die isolierten Disaccharide Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc und Gal(β1-
6)GlcNAc-tBoc geeignete Akzeptorsubstrate darstellen. Die Ergebnisse wurden durch 
analytische HPLC überprüft (Abbildung 68). 
 
Abbildung 68: Analytische HPLC an einer reversed-phase LiChrospher®-100-RP-18 Säule, 250 x 4 
mm von Merck (siehe Methodenteil  3.2.3). Übertragungsversuch von Gal auf das Disaccharid Gal(β1-
3)GlcNAc-tBoc (A) und Gal(β1-6)GlcNAc-tBoc (B). Es ist jeweils der Syntheseansatz dargestellt 
nach 1; 15; 45 Minuten und über Nacht (18 h). 
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Die Ergebnisse der Übertragungsversuche deuten darauf hin, dass beide Trisaccharide 
Gal(α1-3)Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc und Gal(α1-3)Gal(β1-6)GlcNAc-tBoc erfolgreich 
synthetisiert wurden. Nach einer Synthese über Nacht ist in beiden Fällen ein Peak mit 
kürzerer Retentionszeit als das Substrat entstanden, was auf eine Kettenverlängerung 
hindeutet. Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc scheint jedoch als Substrat besser akzeptiert zu werden, da 
hier bereits nach 45 Minuten das Trisaccharid gebildet wird.  
 
Mit Hilfe der Fucosyltransferase sollte in diesem Versuch überprüft werden, ob das isolierte 
Disaccharid Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc ein geeignetes Akzeptorsubstrat darstellt. Das Ergebnis 
wurde durch analytische HPLC überprüft (Abbildung 69). 
 
 
Abbildung 69: Analytische HPLC an einer reversed-phase LiChrospher®-100-RP-18 Säule, 250 x 4 
mm von Merck (siehe Methodenteil  3.2.3). Übertragungsversuch von Fukose auf das Disaccharid 
Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc. Es ist der Syntheseansatz zu Versuchsbeginn und nach 18 h dargestellt. 
 
Die Synthese von Fuc(α1-2)Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc (Fukosyllaktose Typ 1), einer 
Glykanstruktur, die dem H-Antigen Typ 1 entspricht, wurde erfolgreich durchgeführt. Bei 
einem Versuch über Nacht (18 h) ist ein zweiter Peak entstanden. Dieser wurde isoliert und 
durch HPLC-MS die entsprechende Masse des Trisaccharids nachgewiesen (Ergebnis siehe 
Anhang  7.15). Da bei diesem Experiment noch viel des Ausgangssubstrats LacNAc-tBoc Typ 
1 übrig geblieben ist, wäre eine Optimierung wünschenswert.  
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4.9 Proteinstruktur der β1-3-Galaktosidase 
 
4.9.1 Kristallisation  
 
Die Arbeiten zur Strukturaufklärung der rekombinanten β1-3-Galaktosidase wurden im Labor 
von Prof. Kanaya im Rahmen des internationalen Graduiertenkollegs SeleCa mit der 
Unterstützung von Dr. You an der Universität Osaka durchgeführt. Die Ergebnisse der 
Glykansynthesen zeigen, dass die β1-3-Galaktosidase ein flexibel einsetzbarer Biokatalysator 
zur Synthese vielfältiger Strukturen ist. Die Strukturaufklärung ist daher wünschenswert, um 
die Basis für ein rationales Proteindesign zu legen. Die β1-3-Galaktosidase aus Bacillus 
circulans ist als ein Mitglied der Glykosidhydrolase Familie 35 in der CAZy-Datenbank 
eingeordnet (www.cazy.org). In GHF35 sind etwa 660 β-Galaktosidasen und Exo-β-
Glukosaminidasen aus verschiedenen Quellen aufgeführt. Unter ihnen sind für 5 β-
Galaktosidasen Kristallstrukturen aufgeklärt. In der nachfolgenden Tabelle sind diese mit 
einem Aminosäuresequenzvergleich zur β1-3-Galaktosidase aus Bacillus circulans (BgaC) 
aufgeführt.  
Tabelle 31: Mitglieder der GHF35 (CAZy) mit Kristallstruktur im Vergleich zu BgaC 
Quelle Aminosäuresequenz- 
übereinstimmung zu BgaC 
Eukaryotisch Penicillium sp. 18 % 
Hypocrea jecorina 18 % 
Homo sapiens 
(β-Galaktosidase precursor) 
37 %
Bakteriell Bacteroides thetaiotaomicron 40 %
Caulobacter crescentus BC15 19 %
 
Die höchste Aminosäuresequenzübereinstimmung mit der β1-3-Galaktosidase aus Bacillus 
circulans (BgaC) weist die β-Galaktosidase aus Bacteroides thetaiotaomicron, ein ebenfalls 
bakterielles Enzym, auf. In diesem Fall liegen jedoch keine systematischen biochemischen 
Daten vor. In dieser Hinsicht am besten beschrieben ist das Penicillium-Enzym. Hier wurde 
das aktive Zentrum studiert und die folgenden Aminosäurereste mit katalytischer Funktion 
identifiziert: Glu200 als Protondonor und Glu299 als Nukleophil [Rojas et al. 2004]. Die 
folgende Abbildung zeigt einen Ausschnitt aus einem Aminoäuresequenz-Alignment, in dem 
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Protondonor und Nukleophil des Penicillium-Enzyms identifiziert und das Äquivalent des 
Bacillus-Enzyms markiert sind. 
 
 
Abbildung 70: Ausschnitt aus dem Protein-Alignment von BgaC und 5 weiteren Mitgliedern der 
GHF35 mit bekannten Kristallstrukturen. Rote Pfeile markieren das putative aktive Zentrum von 
BgaC, basierend auf  dem gut charakterisierten Protondonor Glu200 und Nukleophil Glu299 des 
Penicillium-Enzyms. 
 
Die Ergebnisse des Protein-Alignments geben einen Hinweis darauf, dass Nukleophil und 
Protondonor als aktives Zentrum identifiziert werden können. In den nachfolgend 
dargestellten Ergebnissen, wird sich zeigen, dass auch der Abstand der beiden identifizierten 
Glu-Reste im, für β-Galaktosidasen angegebenen, optimalen Abstand von ca. 5 Å zueinander 
stehen. 
 
Die Fermentation, Expression und Aufreinigung des Enzyms, sowie das Screening von 
Versuchsbedingung zur Erzeugung von Proteinkristallen wurden während des Aufenthalts in 
Osaka, Japan durchgeführt. Die Strukturaufklärung mittels Röntgenbeugung wurde von Dr. 
You im SPring-8 (Hygoyo, Japan) durchgeführt. Die Auswertung der Daten erfolgte teilweise 
nach dem Aufenthalt in Osaka und wurde von Dr. You durchgeführt. Im Folgenden sind die 
erzielten Ergebnisse beschrieben. Proteinkristalle  konnten in dieser Arbeit unter drei 
verschiedenen Bedingungen erzeugt werden. Das Aliquot der Enzymlösung (12 mg/mL), 
welches im Verhältnis 1:1 mit Wizard™ IV Nr. 35 vermischt wurde, ergab nach 4 Tagen bei 
20 °C  und nach 5 Tagen bei 4 °C Proteinkristalle (Abbildung 71). Auch unter Verwendung 
von  PEG/Ion Screen™ Lösung Nr. 30 konnten nach 5 Tagen bei 4 °C Proteinkristalle 
gezüchtet werden. Wizard™ IV Lösung Nr. 35 enthält 20 % (w/v) PEG 6000, 100 mM 
HEPES, 0.2 M NaCl, pH 7.0 und PEG/Ion Screen™ Lösung Nr. 30 enthält 0.2 M 
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Abbildung 74: CD-Sprektrum des His6BgaC Proteins ♦. 
 
In Abbildung 74 ist deutlich ein CD-Signal des His6BgaC Fusionsproteins zu erkennen. Das 
Absinken des Signals zwischen 230-210 nm und der Anstieg des Signals zwischen 205-190 
nm sind deutliche Hinweise auf ein hohen Anteil α-Helices und β-Faltblätter in der 
Sekundärstruktur des Proteins.  
Das hier untersuchte mesophile Enzym zeigt einen deutlichen Aktivitätsverlust durch die hoch 
energetische Mikrowelleneinstrahlung, was ein Hinweis auf Denaturierung und Verlust der 
Sekundärstrukturelemente ist ( 4.2.2). Hier müssen systematische Versuche durchgeführt 
werden, um den Einfluss von Temperatur und Mikrowelleneinstrahlung auf den 
Biokatalysator aufzuklären. Im nächsten Schritt kann mit Hilfe der Kristallstruktur-Daten eine 
Dekonvolution der CD-Daten durchgeführt werden, um den Anteil der einzelnen 
Sekundärstrukturelemente zu modellieren. Durch die Strukturaufklärung können für die 
biokatalytische Synthese unter Mikrowelleneinstrahlung entscheidende 
Sekundärstrukturelemente ermittelt werden. Denkbar ist, dass durch deren gezielte 
Veränderung, Transglykosylierungsreaktionen zukünftig in Hinblick auf unterschiedliche 
Zielparameter, wie Ausbeute, Enzymaktivität, Reaktionsrate, Produkthydrolyse und so weiter 
optimiert werden können. Dies könnte durch strukturbasiertes, rationales Design des 
mesophilen Enzyms, oder durch gezielte Auswahl eines Biokatalysators mit entsprechend 
gewünschten Strukturelementen z.B. aus extremophilen Organismen geschehen. 
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5 Zusammenfassung 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden umfassende Untersuchungen im Bereich der 
mikrowellenunterstützten Biokatalyse durchgeführt. Im Fokus der Studie standen β-
Galaktosidase katalysierte Transglykosylierungsreaktionen. Bei den β-Galaktosidasen handelt 
es sich um zwei kommerzielle und ein rekombinantes Enzym aus dem mesophilen 
Organismus Bacillus circulans. Der beobachtete Mikrowelleneffekt auf die Enzymaktivität 
war eine anfängliche Aktivierung der kommerziellen β-Galaktosidase, gefolgt von einer 
zeitabhängigen Inaktivierung des Enzyms. Es konnte auch gezeigt werden, dass bei gleicher 
Temperatur die Erhöhung der Einstrahlungsintensität zu einer rapideren Inaktivierung des 
Biokatalysators führte. Dies hatte auch entscheidenden Effekt auf die Synthese von 
Nukleotidoligosacchariden. Es konnte gezeigt werden, dass Mikrowelleneinstrahlung einen 
stabilisierenden Einfluss auf die Produktkonzentration und -verteilung hatte, was ebenfalls auf 
die zeitabhängige Inaktivierung des Enzyms zurückzuführen war.  Diese Effekte konnten 
auch bei der Synthese von Galakto-Oligosacchariden, einer Klasse von nicht-verdaubaren 
Milcholigosacchariden mit gesundheitsfördernden Eigenschaften nachgewiesen werden. Bei 
der Synthese von Glykanstrukturen,  die an einen chemischen Linker gekoppelt waren, konnte 
durch Mikrowelleneinstrahlung das Verhältnis von Strukturisomeren, die bei der 
Synthesereaktion entstehen, beeinflusst werden. Die zeitabhängige Aktivierung und 
Inaktivierung des Enzyms konnte dabei als die Hauptursache für die günstigen 
Syntheseverläufe aufgeklärt werden. Bei der rekombinanten β-Galaktosidase wurden in 
Kooperation mit Prof. Kanaya (Department of Material and Life Science, Graduate School of 
Engineering, Osaka University) zusätzlich Untersuchungen der Proteinstruktur vorgenommen. 
Dies ist eine Annäherung an die Fragestellung nach dem Einfluss des energiereichen, 
elektromagnetischen Feldes auf die Proteinstruktur und des damit verbundenen, veränderten 
Reaktionsverhaltens des Biokatalysators. Durch Kristallisationsstudien konnte die 
Proteinstruktur der rekombinanten β1-3-Galaktosidase aufgeklärt und erste CD-
Spektroskopie-Messungen durchgeführt werden. Die vorliegende Arbeit bildet damit die 
Grundlage für die systematische Aufklärung von Proteinstrukturelementen, die ein Enzym in 
die Lage versetzen, unter Mikrowelleneinstrahlung besonders effiziente Biokatalyse zu 
betreiben. Mit diesen Informationen könnten zukünftig Kriterien erstellt werden, nach denen 
Biokatalysatoren für die mikrowellenunterstützte Biokatalyse ausgewählt oder rational 
mutiert werden. 
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Summary 
 
This dissertation contains extensive investigations in the area of microwave assisted 
biocatalysis. β-galactosidase catalyzed transglycosylation reactions have been in the focus of 
this work. Three β-galactosidases were used, two commercially available and one 
recombinantly expressed enzyme of the mesophilic organism Bacillus circulans. The 
observed microwave effect on enzymatic activity was a time-dependent consecutive 
activation and inactivation of the commercial enzyme. It could be shown that an increased 
irradiation intensity at comparable temperature leads to a more rapid inactivation of the 
biocatalyst. This had a decisive effect on the synthesis of nucleotide oligosaccharides. It was 
found that microwave irradiation had a stabilizing effect on product concentrations and 
distribution. This could again be explained by the time-dependent inactivation of the enzyme. 
This effect was also found for the synthesis of galacto oligosaccharides, a class of non-
digestible milk oligosaccharides with health promoting characteristics. During the synthesis of 
glycan structures with chemical linker, microwave irradiation influenced the balance of 
structural isomers evolving in this reaction. The time-dependent activation and inactivation of 
the biocatalyst was found to be the main reason for the advantageous course of synthetic 
reactions performed under microwave irradiation. In cooperation with Prof. Kanaya 
(Department of Material and Life Science, Graduate School of Engineering, Osaka 
University) the protein structure of the recombinant β-galactosidase was investigated. This is 
a first step for the observation of influences of electromagnetic fields on the protein structure 
and thereby altered behavior of the biocatalyst during synthesis. By crystallization studies the 
protein structure of this recombinant β-galactosidase could be solved and first CD-
spectroscopy measurements were performed. This work is the basis for systematic search for 
protein structure elements, which allow a given biocatalyst to be highly efficient under 
microwave irradiation. With such information in the future criteria could be found to judge on 
natural ability or enable biocatalysts by mutation for their usage under microwave irradiation.  
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7 Anhang 
 
 
7.1 Chemikalien und Gerätelisten 
 
Tabelle 32: Chemikalien, Enzyme & Verbrauchsmaterialien 
FIRMA  
Biomers.net GmbH (Ulm) Oligonukleotide 
Bio-Rad (München) Biogel P2 
Carbosynth (UK) Gal(β1-4)GlcNAc 
Dextra (UK): Gal(β1-3)GlcNAc, Gal(β1-6)GlcNAc 
Fermentas (St. Leon-Rot) DNA-Größenstandard; Protein-
Größenstandard; Gelelektrophorese 
Probenpuffer;  Restriktionsenzyme; Ligase, 
Alkalische Phosphatase 
GenScript (Piscataway, USA) synthetisches Hinge-Region Peptid (HRP) 
Invitrogen (Karlsruhe) pPIC6αC-Vektor, P. pastoris X-33 
Macherey-Nagel (Düren) NucleoSpin Extract II Kit 
Millipore (Schwalbach) Immobilon P PVDF-Membran 
Molzym GmbH & Co.KG (Bremen) PrestoSpin D Universal-Kit 
Novagen; Merck (Darmstadt) E. coli NovaBlue Zellen, KOD Hot Start 
Polymerase, pET-22b(+), pET-Duet1, pET-
45b(+) 
PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen) PEQGOLD Plasmid Miniprep Kit I 
Roche (Penzberg) DAB-Substrat; DAB-Substrat; Peroxidase 
Puffer; Anti-His6-Peroxidase Konjugat 
Roth (Karlsruhe) Roti-Quant; Chemikalien; Mikrotiterplatten 
Sartorius (Göttingen) Vivaspin 20; Vivaspin 500; Minisart 
Spritzenvorsatzfilter (0,45 µm Porengröße; 
0,22 µm Porengröße) 
Sequiserve (Vaterstetten) DNA-Sequenzierungen 
Sigma-Aldrich (Taufkirchen) Lyticase, UDP-GalNAc, Chemikalien 
VWR (Darmstadt) GelRed Farbstoff; Reaktionsgefäße; Falcons 
 
Tabelle 33: Geräte 
FIRMA  
Agilent (Waldbronn) Kapillarelektrophorese (CE) 7100, 
Quadrupole time-of-flight (qToF), 
Massenspektrometer 
Beckman-Coulter (Krefeld) Kapillarelektrophoresesystem 
Bio-Rad (München) Gel-Doc XR+; VersaDoc MP 4000; 
QuantitiyOne Software; Mini-Sub Cell GT; 
Wide Mini-Sub Cell GT horizontale 
Elektrophoresekammern 
Dionex (Idstein) HPAEC-PAD System, CarboPac PA-1 Säule, 
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170U-UV/VIS Detektor 
Eppendorf (Hamburg) Mastercycler gradient 
GE Healthcare (München) ÄktaPrime; Peristaltik-Pumpe P1; 
Prime View Software 
Heidolph Instruments (Schwabach) Polymax 1040 Wippschüttler 
Hettich (Tuttlingen) Rotina 35R; Rotanta 460R Zentrifugen 
HLC (Bovenden) HLC Kühl-Heiz-ThermoMix KTM 100 RP  
Infors (Bottmingen) Multitron® Inkubator 
Invitrogen (Karlsruhe) XCell SureLock Mini-Cell, 
Elektrophoresekammer; XCell II™ Blot 
Modul 
KNAUER (Berlin) Probenschleife mit Trigger ,  reversed-phase-
Eurospher®-100-10 C-18 Säule, HPLC-
Anlage 
Lautenschläger (Köln) Zentracert 5169 Autoklav 
Merck (Darmstadt) reversed-phase-LiChrospher®-100-RP-18 
Molecular Devices (Ismaning) SPECTRAmax Plus Photometer;  
SOFTmax Pro Software 
Retsch (Haan) Schwingmühle 
Schott (Mainz) pH-Meter CG842 
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) Sorvall Evolution RC Zentrifuge 
 
7.2 Medien und Puffer 
 
7.2.1 Medien für E. coli  
 
Tabelle 34: LB Medium 
SUBSTANZ KONZENTRATION    
Hefeextrakt 0,5 % 
Trypton 1 % 
NaCl 0,5 % 
Agar 1,5 % (für Platten) 
Ampicillin 100 µg/mL (zur Selektion) 
 
Tabelle 35: TB Medium 
SUBSTANZ KONZENTRATION    
Hefeextrakt 2,4 % 
Trypton 1,2 % 
Glycerin 0,4 % 
K2HPO4 1,254 % 
KH2PO4 0,234 % 
Ampicillin 100 µg/mL (zur Selektion) 
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7.2.2 Medien für P. pastoris  
Tabelle 36: YPD Medium 
SUBSTANZ KONZENTRATION    
Hefeextrakt 1 % 
Trypton 2 % 
Glukose 2 % 
Agar 2 % (für Platten) 
 
Tabelle 37: BMGY (buffered glycerol complex medium) 
SUBSTANZ STOCKKON-
ZENTRATION
ENDKON-
ZENTRATION
VOLUMEN 
(BEI 0,5 L) 
KOMMENTAR
Trypton  2 % 350 mL autoklavieren 
Hefeextrakt  1 %   
Glycerin 10 % 1 % 50 mL autoklavieren 
YNB 13,4 % 1,34 % 50 mL steril filtrieren 
Kalium-
Phosphat-Puffer, 
pH 6,0 
1 M 0,1 M 50 mL autoklavieren 
Biotin 500-fach 4x10-5 % 1 mL steril filtrieren 
 
Tabelle 38: BMGY+Caseinhydrolysat (buffered glycerol complex medium) 
SUBSTANZ STOCKKON-
ZENTRATION
ENDKON-
ZENTRATION
VOLUMEN 
(BEI 1 L) 
KOMMENTAR
Trypton  2 % 600 mL autoklavieren 
Hefeextrakt  1 %   
Glycerin 10 % 1 % 100 mL autoklavieren 
Caseinhydrolysat 10 % 1 % 100 mL autoklavieren 
YNB 13,4 % 1,34 % 100 mL steril filtrieren 
Kalium-
Phosphat-Puffer, 
pH 6,0 
1 M 0,1 M 100 mL autoklavieren 
Biotin 500-fach 4x10-5 % 2 mL steril filtrieren 
 
Tabelle 39: BMMY+Caseinhydrolysat (buffered methanol complex medium) 
SUBSTANZ STOCKKON-
ZENTRATION
ENDKON-
ZENTRATION
VOLUMEN 
(BEI 0,1 L) 
KOMMENTAR
Trypton  2 % 70 mL autoklavieren 
Hefeextrakt  1 %   
Methanol  2 % 2 mL autoklavieren 
Caseinhydrolysat 10 % 1 % 10 mL autoklavieren 
YNB 13,4 % 1,34 % 10 mL steril filtrieren 
Kalium-
Phosphat-Puffer, 
pH 6,0 
1 M 0,1 M 10 mL autoklavieren 
Biotin 500-fach 4x10-5 % 200 µL steril filtrieren 
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7.2.3 Puffer 
 
Tabelle 40: Kalium-Phosphat-Puffer, pH 6,0 
SUBSTANZ KONZENTRATION VOLUMEN 
K2HPO4 1 M 132 mL 
KH2PO4 1 M 868 mL 
 
Tabelle 41: Citrat-Phosphat-Puffer, pH 6,0 
SUBSTANZ KONZENTRATION VOLUMEN 
Na2HPO4 50 mM 63,2 mL 
Citrat-Monohydrat 25 mM 36,8 mL 
 
Tabelle 42: Synthesepuffer, Citrat-Phosphat-Puffer, pH 4,5 
SUBSTANZ KONZENTRATION VOLUMEN 
Na2HPO4 50 mM 45,4 mL 
Citrat-Monohydrat 25 mM 54,6 mL 
 
Puffer für die Kapillarelektrophorese (CE) 
 
Tabelle 43: Borat-Puffer, pH 9,0 
SUBSTANZ KONZENTRATION    
Borsäure 64 mM 
Na-Tetraborat 50 mM 
 
Puffer für die Agarose-Gelektrophorese 
 
Tabelle 44: TAE-Puffer, pH 8,2 (50x) 
SUBSTANZ KONZENTRATION    
Tris-Acetat 2 M 
Essigsäure 1 M 
EDTA 0,1 M 
 
Puffer für IMAC 
 
Tabelle 45: Lysis-Puffer, pH 8  
SUBSTANZ KONZENTRATION    
NaH2PO4 50 mM 
NaCl 300 mM 
Imidazol 5 mM 
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Tabelle 46: Wasch-Puffer, pH 8  
SUBSTANZ KONZENTRATION    
NaH2PO4 50 mM 
NaCl 300 mM 
Imidazol 20 mM 
 
 
Tabelle 47: Elutions-Puffer, pH 8  
SUBSTANZ KONZENTRATION    
NaH2PO4 50 mM 
NaCl 300 mM 
Imidazol 250 mM 
 
IMAC-Puffer für P. pastoris 
 
Tabelle 48: HEPES-Lysis-Puffer, pH 8  
SUBSTANZ KONZENTRATION    
HEPES 50 mM 
NaCl 300 mM 
Imidazol 10 mM 
 
Tabelle 49: HEPES-Elutions-Puffer, pH 8  
SUBSTANZ KONZENTRATION    
HEPES 50 mM 
NaCl 300 mM 
Imidazol 250 mM 
 
7.2.4 Lösungen 
 
Lösungen für die Rubidiumchlorid-Methode zur Kompetenzerzeugung bei E.coli 
 
Tabelle 50: TMF-Lösung 
SUBSTANZ KONZENTRATION    
CaCl2 100 mM 
RbCl 50 mM 
MnCl2 40 mM 
Gesamtvolumen ca. 30 mL, autoklavieren 
 
 1 M MgCl2, sterilfiltriert 
 1 M MgSO4, sterilfiltriert 
 LB-Medium, autoklaviert 
 80 %iges Glyzerin, autoklaviert 
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Lösungen für die SDS-PAGE und Coomassie-Färbung 
 
Lösungen für die Herstellung des Gels 
 30 % Acrylamidlösung (Fertiglösung, Roth) 
 Trenngelpuffer, 1 M Tris/HCl, pH 8,8 
 10 % SDS-Lösung  
 Sammelgelpuffer: 375 mM Tris/HCl, pH 6,8 
 APS-Lösung (Ammoniumpersulfat), 50 mg/mL 
 TEMED, Tetramethylethylendiamin (Fertiglösung, Roth) 
 Isopropanol 
 
Tabelle 51: SDS-Laufpuffer, pH 8 
SUBSTANZ KONZENTRATION    
Tris 0,025 M 
Glycin 0,129 M 
SDS 0,1 % 
 
Tabelle 52: Coomassie-Färbelösung 
SUBSTANZ KONZENTRATION    
Coomassie Blue R-250 0,1 % 
Ethanol 40 % 
Konz. Essigsäure 10 % 
 
Tabelle 53: Entfärbelösung 
SUBSTANZ KONZENTRATION    
Ethanol 40 % 
Konz. Essigsäure 10 % 
 
Lösungen für Membrantransfer und Immunoblot 
 
Tabelle 54: Transferpuffer 
SUBSTANZ KONZENTRATION    
Tris 0,025 M 
Glycin 0,129 M 
Methanol 10 % 
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Tabelle 55: TBS, pH 7,2 
SUBSTANZ KONZENTRATION    
Tris-HCL 10 mM 
NaCl 150 mM 
 
Tabelle 56: Antikörperlösung für Millipore-Schnellmethode 
SUBSTANZ MENGE 
TBS 10 mL 
Tween-20 5 µL 
BSA 0,1 g 
Peroxidase-gekoppelter Anti-His6-Antikörpers 20 µL 
 
Tabelle 57: TBS-Tween, pH 7,2 
SUBSTANZ KONZENTRATION    
Tris-HCl 10 mM 
NaCl 150 mM 
Tween-20 0,1 % 
 
 
Sonstige Lösungen 
 
Tabelle 58: Bradford-Reagenz 
SUBSTANZ VOLUMEN 
Roti-Quant (Roth, Karlsruhe) 4,5 mL 
Milli Q - Wasser 10 mL 
Gesamtvolumen 14,5 mL 
 
 
7.3 Stämme und Organismen 
 
In dieser Arbeit wurden für die Klonierung und Expression der rekombinanten β1-3-
Galaktosidase aus Bacillus circulans unterschiedliche Organismen verwendet. Die 
nachfolgende Tabelle 59 gibt die wichtigsten Charakteristika, sowie die Referenzen der 
einzelnen Stämme und Organismen wider.  
 
Tabelle 59: Tabelle E.coli Stämme 
STAMM GENOTYP REFERENZ 
NovaBlue SinglesTM endA1 hsdR17 (rK12– mK12+) 
supE44 thi-1 recA1 gyrA96 
relA1 lac F′[proA+B+ 
lacIqZΔM15::Tn10] (TetR) 
Novagen 
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NovaBlue 
pET22b_His6PropBgaC 
endA1 hsdR17 (rK12– mK12+) 
supE44 thi-1 recA1 gyrA96 
relA1 lac F′[proA+B+ 
lacIqZΔM15::Tn10] (TetR) 
pET22b_His6PropBgaC 
(AmpR) 
Diese Arbeit 
NovaBlue 
pET45b_His6CutBgaC 
endA1 hsdR17 (rK12– mK12+) 
supE44 thi-1 recA1 gyrA96 
relA1 lac F′[proA+B+ 
lacIqZΔM15::Tn10] (TetR) 
pET45b_His6CutBgaC 
(AmpR) 
Diese Arbeit 
NovaBlue 
pETDuet_His6BgaC 
endA1 hsdR17 (rK12– mK12+) 
supE44 thi-1 recA1 gyrA96 
relA1 lac F′[proA+B+ 
lacIqZΔM15::Tn10] (TetR) 
pETDuet_His6BgaC (AmpR) 
Diese Arbeit 
JM109 (DE3) endA1, recA1, gyrA96, thi, 
hsdR17 (rk–, mk+), relA1, 
supE44, Δ( lac-proAB), [F´ 
traD36, proAB, 
laqIqZΔM15] 
Promega 
JM109 (DE3) 
pET22b_His6PropBgaC 
endA1, recA1, gyrA96, thi, 
hsdR17 (rk–, mk+), relA1, 
supE44, Δ( lac-proAB), [F´ 
traD36, proAB, 
laqIqZΔM15] 
pET22b_His6PropBgaC 
(AmpR) 
Diese Arbeit 
JM109 (DE3) 
pET45b_His6CutBgaC 
endA1, recA1, gyrA96, thi, 
hsdR17 (rk–, mk+), relA1, 
supE44, Δ( lac-proAB), [F´ 
traD36, proAB, 
laqIqZΔM15] 
pET45b_His6CutBgaC 
(AmpR) 
Diese Arbeit 
JM109 (DE3) 
pETDuet_His6BgaC 
endA1, recA1, gyrA96, thi, 
hsdR17 (rk–, mk+), relA1, 
supE44, Δ( lac-proAB), [F´ 
traD36, proAB, 
laqIqZΔM15] 
pETDuet_His6BgaC (AmpR) 
Diese Arbeit 
 
Tabelle 60: Bacillus circulans 
STAMM GENOTYP REFERENZ 
Bacillus circulans  
ATCC 31382TM 
Produktionsstamm, hinterlegt 
von Daiwa Kasei K.K. 
ATCC 31382TM 
Cross reference: 
GenBank D88750 
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7.4 Kalibriergerade zur Bestimmung der Aktivität von β-Galaktosidasen 
 
Abbildung 75: Kalibriergerade des pNP gelöst in 1/2 (50 mM Citrat-Phosphat Puffer, pH 6 /0,2 M 
Na2CO3) 
 
7.5 DNA- und Proteingrößenstandard 
 
 
 
 
 
Abbildung 76: DNA-Fragment Größenstandard GeneRuler 1 kb DNA ladder (Fermentas, St. Leon-
Rot) 
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Abbildung 77: Molekulargewichtsstandard PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas, St. 
Leon-Rot) 
 
7.6 Gensequenzen 
 
Sequenz BgaC ORF (1761 bp) 
ATGTCACAATTAACGTATGATGATTCATTTTTATTGGACGGAAAAGAAATCCGCTTATTG 
AGCGGGGCGATGCATTATTTCAGAACTGTGCCGGAGTATTGGGAAGATCGGCTATTGAAA 
TTAAAAGCATGCGGTTTTAATACAGTTGAGACTTACGTTGCCTGGAATTTGCATGAACCG 
GAGGAAGGGCAGTTTGTTTTCGAGGGCATCGCTGACATTGTTCGATTTATTAAGACGGCG 
GAAAAAGTGGGACTGCATGTTATTGTAAGACCAGGTCCATTTATTTGTGCCGAATGGGAA 
TTTGGCGGTTTTCCATATTGGTTATTAACTGTACCTAATATTAAATTACGCTGCTTTAAC 
CAACCATATTTAGAAAAAGTCGATGCCTATTTTGATGTTCTTTTTGAAAGGCTGCGCCCC 
CTATTAAGTTCAAATGGCGGTCCTATTATTGCTTTGCAAATTGAGAATGAGTACGGAAGT 
TTTGGAAATGACCAAAAGTATTTGCAGTATTTACGGGATGGCATCAAAAAACGGGTCGGT 
AATGAGCTGCTGTTTACCTCAGATGGGCCAGAACCAAGTATGTTATCCGGCGGAATGATT 
GAAGGGATCTTTGAAACTGTCAATTTTGGTTCCCGTGCGGAATCGGCATTTGCCCAATTA 
AAGCAATATCAGCCGAATGCTCCTCTAATGTGCATGGAATTTTGGCATGGTTGGTTTGAT 
CATTGGGGTGAAGAGCACCATACAAGATCGGCGGAAAGTGTTGTTGAGACACTAGAAGAA 
ATATTAAAGCAAAACGGTTCGGTTAATTTTTATATGGCTCATGGGGGGACGAATTTTGGC 
TTCTATAATGGGGCAAACCATAATGAAACAGACTATCAGCCAACCATTACAAGCTATGAT 
TATGATGGATTATTGACTGAATCTGGGGACGTAACTGAAAAATTTTATGCTGTCCGGAAA 
GTATTTGAAAAATATGTTGATCTGCCTGAGCTGAACTTACCTGCTCCCATTCCAAAACGA 
CTATTCGGAAAAGTGAAGTTTACAGAACATGCGGGGTTGCTAGATTCATTACATCGAATC 
TCTACTCCACAAAAAAGCGAAGCACCGTTACCAATGGAAAAGTATGGACAGGCATACGGA 
TTTATTGTCTATGAAACAACGATTAAAGGGGCTTATGGTAAGCAGGCCCTAACCGTTCAG 
GATATTCATGATCGTGGGCAAGTTTATGTAAATGGTGAATACGTTGGAATAGTAGAGCGA 
AATCGCGGCTGTTCCCGATTAGTGGTGGAGCTCACAGAGGAAGAATCTAAACTTCAGATT 
ATCGTAGAGAATATGGGGAGGATCAATTACGGCCCCTTCGTGGTAGATTATAAAGGCATT 
ACAGAAGGAGTTAGATTAGGGAACCAATTTTTATTCGATTGGACAGTATATCCATTACCA 
TTAAAGGATTTAAGCTCATTGGAGTTTACAGCAGACGAAGTAAAAGAGAATTTCCCTTAT 
TTTCACAAGGGAATTTTGACAGTAGATAAAGCGGCAGATACCTTTATCGATTTGTCAGAG 
TGGACGAAAGGTGTTGTCTTTGTAAACGGACACCATCTTGGCCGTTACTGGGAAATTGGG 
CCGCAACAAACATTATATGTTCCAGCACCATTTTTACAGGAAGGTGAAAATGAAATCATT 
TTATTAGAATTGCACAAACACCATCAGAGTGTAACATTTGTGGATACTCCTGTTTTAGGG 
GCAATACCAAAAACACCTTGA 
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Abbildung 78: DNA-Sequenz des BgaC-ORF (Uniprot-ID: O31341). Rot unterlegt: 
Anlagerungsbereiche für die Primer (bgaC Nterm/bgaC Cterm) zur Klonierung des Gens aus 
genomischer DNA von B. circulans. 
 
7.7 PCR zur Klonierung des bgaC-Gens aus genomischer DNA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 79: Agarosegelelektorophorese der PCR zur Klonierung des bgaC Gens aus genomischer  
DNA von B. circulans. Spuren 1-2: PCR-Amplifikationen mit genomischer DNA als Template und 
den Primern bgaC Nterm/bgaC Cterm, PCR-Produkt bgaC (1761 bp). Spur 3: DNA-Fragment 
Größen-standard: GeneRuler 
 
7.8 Sequenzierungsergebnisse 
 
Gesamtsequenz: >His6propBgaC\(T7>>><<<T7-Terminator) 
 
GAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCACC
ACCACCACCACCACAATGATTCGACAACACAAACAACGACACCACTAGAAGTCGCTCAAACGTCGCAGCAAGAAA
CACATACACATCAAACACCTGTTACATCATTACATACTGCAACACCTGAACATGTTGATGACTCTAAAGAAGCAA
CACCTTTACCTGAAAAAGCAGAGTCACCAAAAACCGAAGTGACAGTTCAACCTTCATCGCATACACAGGAAGTAC
CTGCGTTACATAAAAAAACACAGCAACAACCGGCGTATAAGGATAAAACGGTACCAGAGTCAACGATAGCATCAA
AGTCGGTTGAATCAAATAAAGCAACAGAAAATGAGATGTCACCTGTTGAACATCATGCTTCAAATGTGGAAAAAC
GTGAAGATAGATTGGAGACTAATGAGACAACACCGCCATCAGTGGACCATGAATTTAGCCATAAAATCATCAATA
ATGCGCACGTAAATCCAAAAACGGATGGACAAACAAACGTTAATGTTGATACGAAAACGATAGACACCGTTTCAC
CGAAAGATGACAGAATAGATACGGCGCAACCGAAACAAGTCGACGCTCCTAAAGAAAATACAACGGCACAAAATA
AATTTACATCACAAGCGAGCGACAAAAAACCATACGGATCCCGTATGTCACAATTAACGTATGATGATTCATTTT
TATTGGACGGAAAAGAAATCCGCTTATTGAGCGGGGCGATGCATTATTTCAGAACTGTGCCGGAGTATTGGGAAG
ATCGGCTATTGAAATTAAAAGCATGCGGTTTTAATACAGTTGAGACTTACGTTGCCTGGAATTTGCATGAACCGG
AGGAAGGGCAGTTTGTTTTCGAGGGCATCGCTGACATTGTTCGATTTATTAAGACGGCGGAAAAAGTGGGACTGC
ATGTTATTGTAAGACCAGGTCCATTTATTTGTGCCGAATGGGAATTTGGCGGTTTTCCATATTGGTTATTAACTG
TACCTAATATTAAATTACGCTGCTTTAACCAACCATATTTAGAAAAAGTCGATGCCTATTTTGATGTTCTTTTTG
500
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AAAGGCTGCGCCCCCTATTAAGTTCAAATGGCGGTCCTATTATTGCTTTGCAAATTGAGAATGAGTACGGAAGTT
TTGGAAATGACCAAAAGTATTTGCAGTATTTACGGGATGGCATCAAAAAACGGGTCGGTAATGAGCTGCTGTTTA
CCTCAGATGGGCCAGAACCAAGTATGTTATCCGGCGGAATGATTGAAGGGATCTTTGAAACTGTCAATTTTGGTT
CCCGTGCGGAATCGGCATTTGCCCAATTAAAGCAATATCAGCCGAATGCTCCTCTAATGTGCATGGAATTTTGGC
ATGGTTGGTTTGATCATTGGGGTGAAGAGCACCATACAAGATCGGCGGAAAGTGTTGTTGAGACACTAGAAGAAA
TATTAAAGCAAAACGGTTCGGTTAATTTTTATATGGCTCATGGGGGGACGAATTTTGGCTTCTATAATGGGGCAA
ACCATAATGAAACAGACTATCAGCCAACCATTACAAGCTATGATTATGATGGATTATTGACTGAATCTGGGGACG
TAACTGAAAAATTTTATGCTGTCCGGAAAGTATTTGAAAAATATGTTGATCTGCCTGAGCTGAACTTACCTGCTC
CCATTCCAAAACGACTATTCGGAAAAGTGAAGTTTACAGAACATGCGGGGTTGCTAGATTCATTACATCGAATCT
CTACTCCACAAAAAAGCGAAGCACCGTTACCAATGGAAAAGTATGGACAGGCATACGGATTTATTGTCTATGAAA
CAACGATTAAAGGGGCTTATGGTAAGCAGGCCCTAACCGTTCAGGATATTCATGATCGTGGGCAAGTTTATGTAA
ATGGTGAATACGTTGGAATAGTAGAGCGAAATCGCGGCTGTTCCCGATTAGTGGTGGAGCTCACAGAGGAAGAAT
CTAAACTTCAGATTATCGTAGAGAATATGGGGAGGATCAATTACGGCCCCTTCGTGGTAGATTATAAAGGCATTA
CAGAAGGAGTTAGATTAGGGAACCAATTTTTATTCGATTGGACAGTATATCCATTACCATTAAAGGATTTAAGCT
CATTGGAGTTTACAGCAGACGAAGTAAAAGAGAATTTCCCTTATTTTCACAAGGGAATTTTGACAGTAGATAAAG
CGGCAGATACCTTTATCGATTTGTCAGAGTGGACGAAAGGTGTTGTCTTTGTAAACGGACACCATCTTGGCCGTT
ACTGGGAAATTGGGCCGCAACAAACATTATATGTTCCAGCACCATTTTTACAGGAAGGTGAAAATGAAATCATTT
TATTAGAATTGCACAAACACCATCAGAGTGTAACATTTGTGGATACTCCTGTTTTAGGGGCAATACCAAAAACAC
CTTGACCGCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGG
CTGCTGCCAC 
 
7.9 Analytische Restriktionen 
 
Um zu überprüfen, ob die Klonierung erfolgreich war, wurden analytische Restriktionen der 
folgenden Vektorkonstrukte durchgeführt und auf Inserts korrekter Größe analysiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A      B    C 
Abbildung 80: A. Analytische Restriktion von pET22b_His6PropBgaC, Verdaut BamHI/XhoI, Insert 
(1773 bp) und Vektor (6009 bp) in Spur 1 und DNA-Fragment Größenstandard: GeneRuler in Spur 2. 
Abb B. Analytische Restriktion von pETDuet-1_His6BgaC, Verdaut BamHI/PstI, Insert (1787 bp) und 
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Vektor (5391 bp) in Spur 2 und DNA-Fragment Größenstandard: GeneRuler in Spur 1. Abb. C 
Analytische Restriktion von pET45b(+)_His6CutBgaC, Verdaut BamHI/PstI, Insert (1787 bp) und 
Vektor (5222 bp) in Spur 2 und DNA-Fragment Größenstandard: GeneRuler in Spur 1. 
 
7.10 Expression und Reinigung der GalT-Mutante Y284L  
 
Die GalT-Mutante Y284L (β-1,4-Galaktosyltransferase 1-Mutante Y284L) wurde in L TB-
Flüssigmedium kultiviert. 7g Frischzellmasse wurde für den Zellaufschluss in IMAC-
Lysispuffer verwendet. Es wurden 8 mL Rohextrakt mit einem Proteingehalt von 2,1 mg/mL 
gewonnen. Durch Aufkonzentrieren und Umpuffern hat die Elutionsfraktion ein Volumen von 
3 mL und einen Proteingehalt von 4 mg/mL. Anhand des Aktivitätstests für die GalT-Mutante 
Y284L ergab sich eine volumetrische Aktivität von 28,3 mU/mL. Der Aufreinigungsverlauf 
ist in Abbildung 81 anhand der SDS-PAGE dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 81: SDS-PAGE nach Coomassie-Färbung zur Kontrolle der präparativen Proteinreinigung 
des rekombinanten Fusionsproteins His6-Prop-catβ4GalT1-Mutante Y284L. Es wurden jeweils 30 µg 
Protein pro Spur aufgetragen. Das theoretische Molekulargewicht des Fusionsproteins His6-Prop-
catβ4GalT1-Mutante Y284L beträgt 67,2 kDa. M: Proteingrößenstandard (PageRuler Prestained 
Protein Ladder); P: Pellet; F: Durchfluss; W: Waschfraktion, R: Rohextrakt und E: Elution. 
 
Durch SDS-PAGE wurde die Hauptbande in Spur „E“ bei 76,73 kDa als das His6-Prop-
catβ4GalT1-Mutante Y284L Fusionsprotein ermittelt. Das scheinbare Molekulargewicht liegt 
9,5 kDa über dem theoretischen Molekulargewicht von 67,2 kDa [Sauerzapfe et al. 2008]. 
Dieser Effekt des Propeptids ist in der Literatur beschrieben [Rosenstein et al. 2000]. Das 
abweichende Laufverhalten von Fusionsproteinen in der SDS-PAGE wird auf den besonders 
hydrophilen Charakter des Propeptids zurückgeführt. 
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7.11 Expression und Reinigung der rekombinanten ppGalNAcT2 
 
Aus dem aufkonzentrierten und umgepufferten Kulturüberstand wurde mittels IMAC das 
Fusionsprotein mit His-tag® von den anderen Proteinen getrennt. In Abbildung 82 ist das 
Chromatogramm der IMAC-Aufreinigung ohne Waschschritt dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 82: Chromatogramm der präparativen IMAC-Reinigung des rekombinanten 
His6ppGalNAcT2-Fusionsproteins. Anhand des Absorptions-Signals (280 nm) werden Durchfluss- 
und Elutionsfraktion unterschieden. 
 
Bei der IMAC Aufreinigung wurde ein deutlicher Elutionspeak (> 450 mAu) detektiert. Dies 
zeigt, dass eine relativ hohe Proteinmenge durch die erhöhte Imidazolkonzentration von der 
Säule gelöst wurde. Eine einzige Fraktion von 3 mL enthielt Protein (0,78 mg/mL) und wurde 
als Eluat zurückbehalten. Der Aufreinigungsverlauf ist in Abbildung 83 anhand der SDS-
PAGE dargestellt. 
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Abbildung 83: SDS-PAGE nach Coomassie-Färbung zur Kontrolle der präparativen Proteinreinigung 
des rekombinanten Fusionsproteins His6ppGalNAcT2. Es wurden jeweils 30 µg Protein pro Spur 
aufgetragen. Das theoretische Molekulargewicht des Fusionsproteins His6ppGalNAcT2 beträgt 62,4 
kDa. M: Proteingrößenstandard (PageRuler Prestained Protein Ladder); Ü: Überstand; F: Durchfluss; 
und E: Elution. 
 
Durch SDS-PAGE wurde die Hauptbande in Spur „E“ bei 59 kDa als das His6ppGalNAcT2 
Fusionsprotein ermittelt. Das scheinbare Molekulargewicht ist in guter Übereinstimmung mit 
dem theoretischen Molekulargewicht von 62,4 kDa.  
 
7.12 HPLC-MS von Produkten der LacNAc-tBoc Typ 2 Synthese 
 
Bei der LacNAc-tBoc Typ 2 Synthese entstanden insgesamt 4 Produkte (Abbildung 84 , Peaks 
1-4). Die massenspektrometrische Analyse ergab für die isolierten Substanzen, dass es sich 
bei Peak 1 und 3 um Trisaccharide und bei Peak 2 und 4 um Disaccharide handelt (Abbildung 
85, Peaks 1-4). 
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Abbildung 84: Chromatogramm der analytischen HPLC einer LacNAc-tBoc Typ 2 Synthese. Es 
entstehen vier Produkte (Peaks 1-4) 
       
 
 
 
 
 
 
       
 
 
 
 
 
 
Abbildung 85: HPLC-MS der isolierten Produkte der LacNAc-tBoc Typ 2 Synthese  
 
7.13 HPLC-MS von Produkten der LacNAc-tBoc Typ 1 Synthese 
 
Bei der LacNAc-tBoc Typ 1 Synthese entstanden insgesamt 7 Produkte (Abbildung 86, Peaks 
2-8). Die massenspektrometrische Analyse hat ergeben, dass es sich bei Peak 1 um das 
Substrat GlcNAc-tBoc handelt. Bei den Peaks 2 und 3 um Disaccharide. Die Peaks 4 und 6 
sind Trisaccharide. Die Peaks 5 und 8 enthalten Tetrasaccharide, sind aber durch 
Trisaccharide verunreinigt. Bei Peak 7 ist nicht klar um welche Struktur es sich handelt 
(Abbildung 87, Chromatogramme der Peaks 2-8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
1m/z 745,1 2m/z 582,9
3m/z 745,0 4m/z 583,0
1
2345678
  Anhang 
 170
 
 
Abbildung 86: Chromatogramm der präparativen HPLC einer LacNAc-tBoc Typ 1 Synthese. Es 
entstehen sieben Produkte (Peaks 2-4) 
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Abbildung 87: HPLC-MS der isolierten Produkte der LacNAc-tBoc Typ 1 Synthese  
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7.14 NMR von den Disacchariden der LacNAc-tBoc Typ 1 Synthese 
 
Abbildung 88: 1H-NMR (400 MHz, D2O) des isolierten Typ 1 LacNAc-tBoc, die Verschiebung des 
GlcNAc-2 Protons bei δ = 3,6 ppm impliziert eine β1-3 Bindung. 
Abbildung 89: 1H-NMR (400 MHz, D2O) des isolierten β1-6-Disaccharid-tBoc, die fehlende 
Verschiebung des GlcNAc-2 Protons bei δ = 3,6 ppm impliziert eine β1-6 Bindung. 
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7.15 Synthese von Fuc(α1-2)Gal(β1-3)GlcNAc-tBoc, H-Antigen Typ 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 90: HPLC-MS der isolierten Typ 1 Fukosyllaktose   
 
7.16 Röntgenbeugungsdaten 
 
Tabelle 61: Röntgenbeugungsdaten 
SYNCHROTRONSTRAHLUNG BL44XU BL44XU
Wellenlänge (Å) 0.9 0.9
Space group C2 C2
Unit cell (Å), (o) a=143.967, b=93.462, 
c=119.954 
α=γ=90, β=125.89 
a=143.268, b=93.122, 
c=119.567 
α=γ=90, β=125.89 
Zeit (sec) 2 1
Abstand (mm) 230 180
Auflösung (Å) 50.0 – 2.0 50.0 – 1.8
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HO CH3 C28H50N4O16S
Exact Mass: 730,29
Mol. Wt.: 730,78
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 174
Lebenslauf 
 
Persönliche Daten 
 
   Name:  Kamerke 
   Vorname:  Claudia 
   Geburtstag:  05.09.1982  
   Geburtsort:  Warstein 
   Staatsangehörigkeit: Deutsch 
 
Qualifikationen 
 
2002   Abitur, Gymnasium der Stadt Warstein 
 
  2002 bis 2004 Ausbildung zur staatlich geprüften biologisch-technischen Assistentin, 
Berufskolleg der Stadt Köln 
 
  2004 bis 2007 Bachelor-Studium der Biologie, Universität zu Köln 
 06/07 - 09/07 Bachelorarbeit am Institut für Biochemie, Universität zu Köln, 
Prof. Dr. S. Waffenschmidt. Thema: „Hydroxyprolin gebundene O-Glykane 
in Volvox carteri f. nagariensis Iyengar“ 
 
2007 bis 2009 Master-Studium der Biotechnologie, RWTH Aachen 
    10/08 - 04/09 Masterarbeit am Lehrstuhl für Bioverfahrenstechnik, RWTH 
Aachen, Prof. Dr.-Ing. J. Büchs. Thema: „Charakterisierung und 
Anwendungsmöglichkeiten einer Fed-Batch-Mikrotiterplatte“ 
 
   ab 2009 Promotion am Institut für Biotechnologie, Lehr- und Forschungsgebiet 
Biomaterialien, RWTH Aachen, Prof. Dr. L. Elling. Seit 2010 Stipendiatin im 
internationalen DFG Graduiertenkolleg 1628 SeleCa „Selectivity in Chemo- 
and Biocatalysis“.  
 04/12 - 05/12   Forschungsaufenthalt in Japan (Department of Material and 
Life Science, Osaka University, Prof, S. Kanaya)  
 
 
